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cDNA complementary desoxyribonucleid acid (komplementäre 
Desoxyribonukleinsäure) 
CINV chemotherapy-induced nausea and vomiting (Chemo-
bzw. Strahlentherapie-induzierte Emesis) 
CMV Cytomegalovirus 
CTZ Chemorezeptortriggerzone 
D desensibilisierter Zustand des Rezeptors 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA deoxyribonucleid acid 
EC50 effective concentration 50 % (mittlere effektive Konzentration) 
 die molare Konzentration eines Agonisten, bei der 50% 
des maximalen Effektes (Aktivierung) beobachtet wird 
ECS extracellular solution (extrazelluläre Pufferlösung) 




HEK human embryonic kidney (menschliche embryonale 
Nierenzellen) 
hillslope Hill-Koeffizient (Steigung) 
5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) 
IC50 Inhibitory Concentration 50 % (mittlere inhibitorische 
Konzentration) 
 die molare Konzentration eines Antagonisten, bei der 50% 
des maximalen Effektes (Inhibierung) beobachtet wird 
ICS intracellular solution (intrazelluläre Pufferlösung) 
IZD intrazelluläre Domäne einer Rezeptoruntereinheit 
M mol 
MA-stretch membrane associated-stretch (Membran assoziierter Bereich) 
MCP Metoclopramid 
n Anzahl der gewerteten Experimente 
N. Nervus 
nACh-Rezeptor nikotinischer Acetylcholinrezeptor 
NaSSA noradrenerges und spezifisch serotonerges Antidepressivum 
Nc. Nucleus 
O offener Zustand des Rezeptors 
p Irrtumswahrscheinlichkeit 
PNS peripheres Nervensystem 
PONV postoperative nausea and vomiting (postoperative Nausea 
   
und Emesis) 
R geschlossener Zustand des Rezeptors 
Widerstand 
Recovery Erholungszeit 
SD standard deviation (Standardabweichung) 






TM transmembranäre Domäne einer Rezeptoruntereinheit 
Trp Tryptamin 






UV Ultraviolettes Licht 
V Volt 
ZNS zentrales Nervensystem 
 
 
Grundsätzlich werden die international üblichen Abkürzungen der SI-Einheiten verwendet. 
 





Der 5-HT3-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Ionenkanal und gehört, wie auch der 
nikotinische Acetylcholinrezeptor (nACh-Rezeptor), der Glycin-Rezeptor und der GABAA-
Rezeptor zur Superfamilie der „Cys-loop“-Rezeptoren (THOMPSON et al. 2006). Er ist 
zusammengesetzt aus fünf Untereinheiten, die kreisförmig angeordnet sind und in ihrer Mitte 
eine für Ionen durchlässige Pore ausbilden, welche eine deutliche Kationen-Selektivität 
aufweist (BOESS et al. 1995; BARRERA et al. 2005). Die Aktivierung von postsynaptischen 5-
HT3-Rezeptoren führt zu einer schnellen exzitatorischen Übertragung, die Aktivierung von 
präsynaptischen 5-HT3-Rezeptoren reguliert die Freisetzung verschiedener Transmitter 
(MIQUEL et al. 2002). 
Die 5-HT3-Rezeptoren sind im menschlichen Nervensystem sowohl zentral als auch peripher 
weit verbreitet. Er ist beim Auslösen von Übelkeit und Erbrechen beteiligt, hat Auswirkungen 
auf die Darmperistaltik und spielt bei der Schmerzvermittlung eine wichtige Rolle. Der Einsatz 
von 5-HT3-Rezeptorantagonisten gewann in der Klinik eine große Bedeutung bei der 
Prävention und Therapie von Chemo- bzw. Strahlentherapie-induzierten Emesis (CINV) sowie 
von postoperativer Nausea und Emesis (PONV). 
1991 konnte erstmals die cDNA des 5-HT3A-Rezeptors aus Neuralgewebe der Maus kloniert 
und in heterologen Expressionssystemen ein funktioneller homomerer 5-HT3A-Rezeptor 
gebildet werden (MARICQ et al. 1991). Aufgrund der divergenten biophysikalischen 
Eigenschaften zum nativen 5-HT3-Rezeptor postulierte man die Existenz verschiedener 5-HT3-
Rezeptor-Subtypen (FLETCHER und BARNES 1998). Es wurde daraufhin von DAVIES et al. 
(1999) und DUBIN et al. (1999) die cDNA der 5-HT3B-Untereinheit kloniert, welche nach 
Koexpression mit der 5-HT3A-Untereinheit einen funktionellen Rezeptor ausbildet. Dieser 
heteromere 5-HT3A+B-Rezeptor-Subtyp weist ähnliche biophysikalische Eigenschaften zu 
nativen 5-HT3-Rezeptoren auf. Vor kurzem gelang NIESLER et al. (2003) die Isolierung von 
drei weiteren Genen (HTR3C, HTR3D, HTR3E), die für neue 5-HT3-Untereinheiten kodieren. Auch 
diese Untereinheiten können nur durch Koexpression mit der 5-HT3A-Untereinheit funktionelle 
heteromere Rezeptorkomplexe ausbilden. Auffällig ist, dass insbesondere die HTR3E-Gene 
ausschließlich im Gastrointestinaltrakt exprimiert werden, die anderen Gene zusätzlich noch im 
ZNS. Daraufhin stellt sich die Frage, ob diese 5-HT3E-Rezeptor-Untereinheit eine spezifische 
Rolle bei der Modulation der Rezeptoreigenschaften direkt im Magen-Darm Trakt spielt. Die 
genauen Kenntnisse über die physikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des 5-
HT3E-Rezeptors könnten demnach eine auf den Subtyp abgestimmte, verbesserte 
Pharmakotherapie zur Folge haben. Von NIESLER et al. (2007) wurden erste Untersuchungen 
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am heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor durchgeführt, die keinen Rückschluss auf unterschiedliche 
pharmakologische Eigenschaften zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor zuließen.  
In Rahmen dieser Arbeit werden die funktionellen Eigenschaften des stabil und transient in 
HEK293 Zellen transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors mittels der Patch-Clamp Technik und einem 
schnellen Lösungsapplikationsystem im Detail untersucht. 
 
Folgende Fragestellungen wurden dabei bearbeitet: 
 
1.) Können wir funktionelle Unterschiede zwischen heteromeren 5-HT3A+E- und homomeren 5-
HT3A-Rezeptoren feststellen? 
 
2.) Können wir auf der molekularen Ebene unterschiedliche Wirkungen emetogener bzw. 
antiemetischer Pharmaka an heteromeren 5-HT3A+E- und homomeren 5-HT3A-Rezeptoren 
feststellen? 
 
3.) Können wir bekannte funktionelle Unterschiede zwischen heteromeren 5-HT3A+B- und 
homomeren 5-HT3A-Rezeptoren reproduzieren? 
 
4.) Haben wir stabil transfizierte heteromere 5-HT3A+E-Rezeptoren vorliegen? 
 
5.) Haben wir stabil transfizierte heteromere 5-HT3A+B-Rezeptoren vorliegen? 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Serotonin 
Serotonin (5-HT, 5-Hydroxytryptamin) gehört zu den Monoaminen und wirkt als 
Neurotransmitter und Gewebehormon im Körper. Gebildet wird Serotonin über eine 
Zwischenstufe aus der essentiellen Aminosäure Tryptophan im Zentralnervensystem. Dabei 
wird die Aminosäure-Vorstufe L-Tryptophan über die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn 
transportiert, und in den Neuronen erfolgt dann die Biosynthese des Serotonins über die 
Hydroxylierung des Tryptophans zu 5-Hydroxy- tryptophan und die anschließende 
Decarboxylierung zu 5-Hydroxytryptamin (HORN et al. 2003). Serotonin wird in intrazellulären 
Vesikeln von serotinergen Neuronen gespeichert. Bei einer Depolarisation der Neuronen wird 
Serotonin in den synaptischen Spalt freigesetzt und wieder über den Serotonintransporter der 
Plasmamembran aufgenommen. Daraufhin erfolgt entweder eine erneute vesikuläre 
Speicherung des Serotonins oder es wird über die mitochondriale Monoaminooxidase über 
eine oxidative Desaminierung zu 5-Hxdroxyindolessigsäure abgebaut (PSCHYREMBEL 1997). 
 
1948 wurde Serotonin erstmalig aus Rinderblutserum isoliert und nach seiner Herkunft und der 
vasokostriktorischen Wirkung benannt (RAPPORT et al. 1948). Zu 90 % kommt Serotonin in 
den enterochromaffinen Zellen des Magen-Darm-Traktes vor und in geringen Mengen auch in 
Mastzellen und im ZNS (HORN et al. 2003). Zusätzlich können Thrombozyten Serotonin bei 
der Passage der intestinellen Blutgefäße aufnehmen und abspeichern. Wird dessen 
Aufnahmetransporter in der Zellmembran allerdings durch Pharmaka gehemmt, erhöht sich die 
5-HT-Konzentration im Blut und führt zum Serotoninsyndrom, welches mit Schwindel, Übelkeit 
und Erbrechen einhergeht. Im Zentralnervensystem liegt ein großer Teil der serotinergen 
Nervenbahnen in den Nuclei raphes des Hirnstamms, welche sowohl zum Gehirn als auch zum 
Rückenmark ziehen. Serotonin nimmt Einfluss auf zahlreiche Funktionen, wie Emotionen, 
Schlaf-Wach-Rhythmus, Sexualverhalten, Nahrungsaufnahme, Schmerzwahrnehmung und 
Körpertemperatur (PSCHYREMBEL 1997, BUHOT et al. 2000). Ein Überangebot an Serotonin 
kann zu Aggressionen (ZHOU et al. 2006), ein Mangel an Serotonin zu Depressionen führen 
(TSAO et al. 2006), wobei allerdings eine Überdosierung von bestimmten Antidepressiva das 
Serotoninsyndrom hervorrufen kann. Man hat festgestellt, dass Serotonin aufgrund seiner 
vasokonstriktorischen Wirkung eine wichtige Rolle beim Migräneschmerz spielt (HAMEL 1999, 
JENSEN 2000, NAGATA et al. 2006). Nach MINAMI et al. (2003) hat 5-HT einen wesentlichen 
Einfluss auf Nausea und Emesis im Rahmen einer Chemotherapie (CINV) und als Folge der 
Narkose nach operativen Eingriffen (PONV). 
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Peripher nimmt Serotonin Einfluss auf die Muskulatur des Herzens, des Magen-Darm-Traktes 
und des Uterus. In Lunge und Niere führt es zu einer Ateriolenkonstriktion, in der 
Skelettmuskulatur zu einer Ateriolendilatation (PSCHYREMBEL 1997). 
2.2 Serotonin-Rezeptoren 
Im Körper gibt es eine Vielzahl von Serotonin-Rezeptoren bzw. von Serotonin-Rezeptor-
Subtypen, welche die große Variabilität der Wirkung von Serotonin ermöglichen. Die erste 
Unterteilung der Serotonin-Rezeptoren in verschiedenen Familien erfolgte vor ca. 50 Jahren 
durch GADDUM und PICARELLI (1957). Sie stellten zwei unterschiedliche Mechanismen fest, 
die jeweils durch 5-HT zur Kontraktion im isolierten Ileum vom Meerschweinchen führte. Zum 
einen beschrieben sie 5-HT-Rezeptoren, die auf glatten Muskelzellen lokalisiert sind und durch 
Dibenzylin blockiert werden, als D-Rezeptoren, und zum anderen 5-HT-Rezeptoren, die an den 
parasympathischen Nervenendigungen lokalisiert sind und durch Morphin inhibiert werden, als 
M-Rezeptoren. HOYER et al. (1994) teilten dann die Rezeptorproteine anhand ihrer Struktur 
und Pharmakologie in sieben unterschiedliche Hauptklassen ein (5-HT1-7). Der von GADDUM 
und PICARELLI (1957) klassifizierte M-Subtyp entspricht dem heutigen 5-HT3-Rezeptor und 
der D-Subtyp dem heutigen 5-HT2A-Rezeptor. Die 5-HT-Rezeptoren gehören alle zu den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, mit Ausnahme des 5-HT3-Rezeptors, welcher zu der Gruppe 
der ligandengesteuerten Ionenkanäle gehört (DERKACH et al. 1989). 
Da sich die vorliegende Arbeit mit den verschiedenen Subtypen des 5-HT3-Rezeptors 
beschäftigt, wird im Folgenden näher auf dessen Charakteristika eingegangen. 
2.3 5-HT3-Rezeptor 
2.3.1 Struktur und Aufbau 
Der 5-HT3-Rezeptor gehört, wie auch der Acetylcholin-, der Glycin- und der GABAA-Rezeptor 
zu der Superfamilie der Cys-loop-ligandengesteuerten Ionenkanälen (THOMPSON et al. 2006). 
Besonders zwischen dem 5-HT3-Rezeptor und dem nACH-Rezeptor konnten große strukturelle 
und funktionelle Homologien festgestellt werden (THOMPSON und LUMMIS 2006). 
Der 5-HT3-Rezeptor ist aus 5 Untereinheiten aufgebaut, welche in ihrer Mitte eine für Kationen 
(Na+, Ca2+, K+) permeable Pore ausbilden (BOESS et al. 1995; BARRERA et al. 2005). In 
Abbildung 1 a) ist eine typische Cys-loop-Rezeptoruntereinheit schematisch dargestellt. Die 
einzelne Untereinheit besteht aus vier transmembranären Schleifen (TM1-TM4), die 
vorwiegend als α-Helices spiralisiert sind (MIYAZAWA et al. 2003). Das N-terminale Ende liegt 
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als ß-Faltblatt-Strukur vor und besteht aus sechs „Schleifen“ (A-F). Dieser Bereich sowie das 
kurze C-terminale Ende befinden sich extrazellulär und sind glykolisiert, während die 
intrazellulären Anteile phosphoryliert werden können. Der Name der Superfamilie der Cys-loop-
Rezeptoren stammt von der Disulfidbrücke zwischen zwei Cysteinen im N-terminalen Bereich. 
Zwischen der TM3 und TM4 liegt eine große intrazelluläre Domäne (IZD) mit dem 
charakteristischen α-helikalen „membrane associated-stretch“ („MA-stretch“), welcher für die 
Ionenleitfähigkeit des Rezeptors verantwortlich ist. Dieselbe Struktur wurde beim nACh-
Rezeptor von HALES et al. (2006) und vor kurzem beim Glycin-Rezeptor von 
CARLAND et al. (2008) identifiziert. Die TM2 der fünf Untereinheiten begrenzen die Kanalpore 
(MIYAZAWA et al. 2003). 
 
a) b) 
    
 
 
Abbildung 1: a) Schematische Darstellung einer Cys-loop-Rezeptoruntereinheit sowie die 
Anordnung dieser im pentameren Rezeptor (nach THOMPSON und LUMMIS 2007). b) 
Homologiemodell zum ACh-Bindungsprotein des N-terminalen Endes zweier benachbarter 5-
HT3-Untereinheiten. In schwarz dargestellt sind die an der Ligandenbindung beteiligten 
Schleifen A - F (aus THOMPSON et al. 2006). 
Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt, wie dies bei allen ligandengesteuerten Ionenkanälen der 
Fall ist, durch die Bindung des Liganden. REEVES et al. (2003) und THOMPSON et al. (2005) 
konnten an einem Homologiemodell zum ACh-Bindungsprotein zeigen, dass die Bindungsstelle 
für die Liganden zwischen zwei benachbarten Untereinheiten liegt. Sie bildet sich aus den drei 
Schleifen A - C des N-terminalen Endes der einen Untereinheit und aus den drei Schleifen E -
 F des N-terminalen Endes der komplementären Untereinheit (Abbildung 1 b). Nach 
THOMPSON und LUMMIS (2006) sind zahlreiche Aminosäuren an der Ligandenbindung 
beteiligt. Eine wichtige Position in der Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand nimmt die 
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Aminosäure Tryptophan (Trp) in Position 90, 183 und 195 der 5-HT3A-Aminosäuresequenz ein 
(SPIER und LUMMIS 2000). BEENE et al. (2002) fanden heraus, dass Trp183 über eine 
Kationen-pi-Bindung mit dem primären Amin von 5-HT interagieren. PRICE et al. (2008) 
konnten an murinen 5-HT3A-Rezeptoren zeigen, dass sich die beschriebene Aminosäure in der 
Schleife B befindet. In der Schleife A ist eine kritische Wasserstoffbrückenbindung zwischen 
der Glutaminsäure in Position 129 und der Hydroxyl-Gruppe des 5-HT für die Ligandenbindung 
verantwortlich (PRICE et al. 2008). 
MOTT et al. (2001) fanden heraus, dass beim homopentameren 5-HT3A-Rezeptor drei Moleküle 
des Agonisten für die Öffnung des Kanals notwendig sind und die Bindung nach dem Prinzip 
der Kooperativität erfolgt. Dies besagt, dass nach der Bindung eines Agonistenmoleküls die 
Bindung weiterer Moleküle vereinfacht ist. Maximal können fünf Moleküle gebunden werden, 
wobei vermutet wird, dass die Offenwahrscheinlichkeit des Rezeptors geringer ist, wenn alle 
fünf Moleküle gebunden vorliegen. 
Nach der Ligandenbindung kommt es zur Öffnung des Kanals. Der genaue Mechanismus ist 
nicht bekannt, aber LUMMIS et al. (2005) stellten eine wichtige Rolle des konservierten Prolins 
in der Spitze der Schleife zwischen der TM2 und TM3 fest. Nach Agonistenbindung kommt es 
zur Bewegung verschiedener Schleifen und des Cys-loops, was zu einer 
Konformationsänderung des beschriebenen Prolins führt. Dies führt zur Drehung der TM2 um 
Ihre Längsachse, was wiederum das Öffnen des Kanals und einen Ionenfluss entlang des 
elektrochemischen Gradienten ermöglicht. Auch für einen erfolgreichen Öffnungs-
Mechanismus nehmen die Aminosäuren eine zentrale Stellung ein. Vor allem für die Tyrosine 
(Tyr) konnten BEENE et al. (2004) und PRICE und LUMMIS (2004) zeigen, dass durch einen 
Austausch von unnatürlichen Aminosäuren in der Bindungstasche der beschriebene 
Mechanismus geändert werden kann. Beispielhaft bilden Tyr143 und Tyr153 
Wasserstoffbrückenbindungen aus, die essentiell für eine erfolgreiche Rezeptor-Öffnung sind, 
wobei die Wasserstoffbrückenbindung, die von Tyr153 ausgeht, auch für die Ligandenbindung 
notwendig ist. Das Schließen der Kanäle kann durch Dissoziation des Agonisten 
(Deaktivierung) oder durch Desensibilisierung erfolgen.  
Die Pore des 5-HT3A-Rezeptors ist im geöffneten Zustand permeabel für mono- und divalente 
Kationen (BROWN et al. 1998). Demnach gehört der 5-HT3-Rezeptor zur Gruppe der 
exzitatorischen Ionenkanäle, der GABAA- und der Glycin-Rezeptor gehören als Anionen-
selektive Kanäle zu den inhibitorischen Ionenkanälen. Nach GUNTHORPE und LUMMIS 
(2001) sind besonders negativ geladene Aminosäuren im Bereich der TM2 für die 
Ionenselektivität und die Einzelkanalleitfähigkeit verantwortlich. Durch den Austausch 
bestimmter Aminosäuren innerhalb der und angrenzend an die TM2 konnte der 5-HT3A-
Rezeptor zu einem Anionen-selektiven Kanal überführt werden. Zusätzlich hat der „MA-stretch“ 
in der IZD einen großen Einfluss auf die Ionenleitähigkeit. Man erklärt sich dieses Phänomen 
durch die beim nACh-Rezeptor beschriebene 4 Å-Struktur (UNWIN 2005). Die Pore des 
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Ionenkanals endet in einem zytoplasmatischen Reservoir und bildet dort durch die 
angrenzenden fünf Untereinheiten Portale aus, die durch den jeweiligen „MA-stretch“ begrenzt 
werden. Die Ionen können durch diese Portale ein- und austreten (Abbildung 2). 
Nach BROWN et al. (1998) und DAVIES et al. (1999) zeigen sich deutliche Unterschiede bei 
der Einzelkanalleitfähigeit des homomeren 5-HT3A-Rezeptor im Vergleich zum heteromeren 5-
HT3A+B-Rezeptor. KELLEY et al. (2003) und PETERS et al. (2005) postulierten, dass die positiv 
geladenen drei Arginine innerhalb des „MA-stretches“ des homomeren 5-HT3A-Rezeptors 
(Abbildung 2) den Kationenfluss unterdrücken. Sie tauschten die Arginine gegen die 
entsprechenden Aminosäuren (Glutamin, Asparaginsäure, Alanin) des „MA-stretches“ des 5-
HT3A+B-Rezeptor aus. Die entstandene Mutante weist eine 28 fach höhere Leitfähigkeit auf. 
 
                                  
Abbildung 2: Schematische Darstellung des zytoplasmatischen Portals und der Aminosäure-
sequenzen des „MA-stretches“ vom humanen 5-HT3A- und 5-HT3A+B-Rezeptors. Die für die 
Ionenleitfähigkeit bedeutsamen Aminosäuren sind in schwarz hervorgehoben (aus KELLEY et 
al. 2003). 
Die Bindung von drei oder mehr 5-HT3-Rezeptor-Agonisten am Kanal führt zu einem 
konzentrationsabhängigen Einstrom von Na+- und Ca2+-Ionen und daraufhin zu einer 
Depolarisation der Zelle. Neben dem unspezifischen Agonisten Serotonin (5-HT) zählt noch 
sein Derivat, das quatäre 5-HT (5-HTQ) sowie metachlorophenylbiguanid (mCPBG) zu den 
vollen 5-HT-Agonisten. Dieselben Bindungstellen am Rezeptor werden auch von den partiellen 
Agonisten wie beispielsweise Dopamin und Tryptamin besetzt. Sie können den Rezeptor 
eigenständig aktivieren, allerdings kommt es in Gegenwart eines vollen Agonisten zur 
Verdrängung der partiellen Agonisten (VAN HOOFT und VIJVERBERG 1996). 
Wenn die Agonistenmoleküle ausreichend lange gebunden sind, wird der Rezeptor in den 
Zustand der Desensibilisierung überführt. Darunter ist die Konformationsänderung des aktiven 
Rezeptors, die das Schließen des Kanals und eine kurzzeitige Unempfindlichkeit des 
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Rezeptors gegenüber dem Agonisten bewirkt, zu verstehen. Dieser Mechanismus, welcher die 
Dauer postsynaptischer Rezeptorantwort zeitlich limitiert, ist eine typische Eigenschaft von 
ligandengesteuerten Ionenkanälen. Nach VAN HOOFT und VIJVERBERG (1996, 1997) zeigen 
volle und partielle Agonisten keinen Unterschied in der Desensibilisierung. MOTT et al. (2001) 
konnten Unterschiede in den Stromkinetiken von Aktivierung und Desensibilisierung bei den 
unterschiedlichen Messkonfigurationen von Ganzzell-Patch und „excised-patch“ feststellen. 
Diese waren im Ganzzell-Patch deutlich langsamer. Der Übergang der Kanäle vom 
desensibilisierten in den aktivierbaren Zustand wird als Erholungszeit („recovery“) oder 
Reaktivierung der Rezeptoren bezeichnet. Nach VAN HOOFT und VIJVERBERG (1996) ist die 
Erholungszeit abhängig von der Art des Rezeptors und des desensibilisierenden Agonisten, 
jedoch unabhängig von dessen Konzentration. BARANN et al. (2000b) konnten beim 5-HT3A-
Rezeptor eine Erholungzeit von etwa 40 s nachweisen. 
Diese Zustände wurden von FRANKE et al. (1993) beispielhaft für den nACh-Rezeptor an 
einem Reaktionsschema beschrieben. 
                             
Die obere Zeile beschreibt den Übergang vom geschlossen-ungebundenen Zustand (R) nach 
Bindung von 2 Agonistenmolekülen in den geschlossen-gebundenen Zustand (A2R) und 
daraufhin den Übergang in den offenen Zustand (A2O). Der Bereich von A2O zu A2D beschreibt 
den Zustand der Desensibilisierung, die untere Zeile zeigt die Dissoziation der beiden 
Agonisten Moleküle. Der Übergang vom desensibilisiert-ungebundenen Zustand (D) zum 
geschlossen-ungebundenen Zustand (R) beschreibt die Zeit der Erholung oder Reaktivierung. 
MOTT et al. (2001) übertrugen dieses Reaktionsschema auf den 5-HT3A-Rezeptor. Durch die 
Öffnung des Kanals nach Bindung von drei Agonistenmolekülen und die fünf Agonisten-
Bindungsstellen gibt es bei diesem Rezeptor drei Offen-Zustände (AXO) und fünf mögliche 
Zustände, in denen der Kanal desensibilisiert ist (AXD). Es ist möglich, die Anzahl der 
Bindungsschritte anhand des Hill-Koeffizienten der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen 
zwischen Agonisten und induzierter Stromantwort abzuschätzen. 
2.3.2 Verteilung 
Der 5-HT3-Rezeptor kommt im peripheren und zentralen Nervensystem (PNS, ZNS) vor und 
wird sowohl neuronal als auch auf nicht-neuronalen Zellen des Immunsystems exprimiert 
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(THOMPSON und LUMMIS 2006). Bei dem Vorkommen auf extraneuronalen Zellen des 
Immunsystems handelt es sich insbesondere um Monocyten, T-Zellen, Synovialgewebe und 
primären Chondrozyten (THOMPSON und LUMMIS 2007). 
Im ZNS befinden sich die 5-HT3-Rezeptoren in unterschiedlichen Regionen wie dem 
Hippocampus (Ammonshorn), dem Frontalkortex, der Regio entorhinalis, dem Gyrus cinguli, 
der Amygdala, der Substantia nigra, dem Ncl. accumbens und dem ventralen Tegmentum. Die 
höchste Dichte an 5-HT3-Rezeptoren ist vor allem im hinteren vagalen Komplex des 
Hirnstammes, der Area postrema, des Ncl. tractus solitarii und dem dorsal motorischen 
Vaguskern zu finden (PRATT und BROWERY 1989; PRATT et al. 1990). Diese Strukturen 
spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Brechreflexes. Der Rezeptor liegt je nach 
Hirnregion und dem jeweiligen Neuron prä- und postsynaptisch vor (MIQUEL et al. 2002). Im 
ZNS ist er zum größten Teil präsynaptisch lokalisiert und moduliert die Ausschüttung 
unterschiedlicher Neurotransmitter wie Cholecystokinin (PAUDICE und RAITERI 1991), 5-HT 
(MARTIN et al. 1992), GABA (TURNER et al. 2004, THOMPSON und LUMMIS 2007), 
Glutamat (FUNAHASHI et al. 2004), Dopamin (LIU et al. 2006, THOMPSON und LUMMIS 
2007), Acetylcholin und Substanz P (STRATZ und MÜLLER 2000, THOMPSON und LUMMIS 
2007). Eine postsynaptische Lokalisation findet sich insbesondere innerhalb des Hippocampus 
auf GABAergen-Interneuronen (MIQUEL et al. 2002). 
Im PNS befinden sich die 5-HT3-Rezeptoren hauptsächlich auf neuronalen Strukturen des 
sensorischen und enterischen Nervensystems sowie auf prä- und postganglionären autonomen 
Neuronen (HANNON und HOYER 2008). Im Magen-Darm-Trakt beeinflussen sie die 
Darmmotilität und -peristaltik, und nach BAIRD und CUTHBERT (1987) beeinflussen sie durch 
die Depolarisation viszerale sensorische Afferenzen die Wasser- und Elektrolytsekretion. 
2.3.3 Klinische Bedeutung 
Emesis 
 
Laut MINAMI et al. (2003) ist Emesis eine instinktive Abwehrreaktion, die durch einen 
autonomen Reflex begründet wird. Zu den wichtigsten physiologischen Strukturen die diesen 
Reflex auslösen können, gehören der Gastrointestinaltrakt, das Labyrinth des Innenohres und 
die Chemorezeptortriggerzone (CTZ), welche sich in der Area postrema befindet. Nach LESLIE 
und GWYN (1984) werden Reize des N. vagus und des N. glossopharyngeus über afferente 
Bahnen bis zur Area postrema geleitet. Efferente Bahnen führen dann weiter zum 
Ncl. tractus solitarii und indirekte Bahnen zum dorsalen motorischen Vaguskern. Zusätzlich 
kann die CTZ, durch ihren Kontakt zur zerebrospinalen Flüssigkeit, potentiell gefährliche 
Substanzen aus dem Blutkreislauf erkennen. Demnach kann eine Substanz an 
unterschiedlichen Angriffspunkten im Körper zu Übelkeit und Erbrechen führen. 
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5-HT3-Rezeptoren sind ursächlich an der Entstehung der Chemo- bzw. Strahlentherapie-
induzierten Emesis (CINV) beteiligt, wobei Übelkeit und Erbrechen bei Krebspatienten eine der 
häufigsten unerwünschten Nebenwirkungen der Zytostatika- und Analgetikatherapie darstellen. 
MINAMI et al. (1996, 2003) beschrieben den Mechanismus der CINV am Beispiel des 
Zytostatikums Cisplatin. Neben der zytotoxischen Wirkung des Medikamentes erfolgt die 
emetische Wirkung durch die Freisetzung von Serotonin mittels Exozytose aus den 
enterochromaffinen Zellen, welche 80 % des gesamten 5-HT’s synthetisieren und absondern. 
Das Serotonin bindet an die 5-HT3-Rezeptoren der vagalen Afferenzen, was zur Auslösung des 
Brechreflexes durch Stimulation des Ncl. tractus solitarii führt. Dieser Mechanismus wird durch 
5-HT3-Rezeptorantagonisten effektiv gehemmt. Bedeutende Vertreter der 5-HT3-
Rezeptorantagonisten, die in therapeutischer Hinsicht eine wichtige Rolle spielen, sind die 
„Setrone“ wie Ondansetron, Dolasetron, Granisetron, Tropisetron und Palonosetron. 
Insbesondere Ondansetron und Granisetron bewirken in der akuten Phase der CINV eine 
Reduzierung der Emesis (CUBEDDU et al. 1990; CASTEJON et al. 1999).  
Die lokale Freisetzung von Serotonin führt in der CTZ der Area postrema zur Stimulation der 5-
HT3-Rezeptoren, welche ein Signal zum Brechzentrum weiterleiten und damit den Brechreflex 
aktivieren. Nach HIGGINS et al. (1989) und GIDDA et al. (1995) können 5-HT3-Rezeptor-
antagonisten durch eine Blockierung dieser Struktur eine antiemetische Wirkung hervorrufen. 
REYNOLDS et al. (1989) postulierten als weiteren Wirkort für die 5-HT3-Rezeptorantagonisten 
den dorsalen Vaguskomplex im Rückenmark, da in diesem Bereich eine hohe Anzahl an 5-HT3-
Rezeptoren vorzufinden ist. 
5-HT3-Rezeptorantagonisten werden des Weiteren therapeutisch bei postoperativer 
Nausea und Emesis (PONV) eingesetzt. Der genaue pathophysiologische Mechanismus ist 
nicht bekannt, aber nach APFEL und ROEWER (2004) sind als wichtige auslösende Faktoren 
volatile Anästhetika, Stickstoffoxide und Opioide zu nennen. Auch Krebspatienten leiden 
zusätzlich zur CINV aufgrund operativer Eingriffe häufig an postoperativer Nausea und Emesis. 
Bei erhöhtem Risiko für PONV haben sich prophylaktische Gaben von 5-HT3-
Rezeptorantagonisten in Kombination mit Dexamethason als besonders effektiv erwiesen 
(CUNNINGHAM et al. 1989, RUDD et al. 1994). 
Reizdarmsyndrom 
 
Die Pathophysiologie des Reizdarmsyndroms ist weitgehend ungeklärt. Nach CROWELL 
(2001) beeinflusst ein Zusammenspiel des zentralen, autonomen und enterischen 
Nervensystems die intestinale, sensorische und sekretorische Darmaktivität. Als autonomer 
Modulator und Neurotransmitter beeinflusst 5-HT die gastrointestinale Funktion. Die Bindung 
von Serotonin an den 5-HT3-Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt hat über viszerale sensorische 
Afferenzen Auswirkung auf die Darmperistaltik und -sekretion. Eine Blockade durch den 5-HT3-
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Rezeptorantagonisten Alosetron führt zu einer Reduzierung der Darmperistaltik und zu einer 
erhöhten Flüssigkeits- und Elektrolytresorption (GUNPUT 1999). Nach MAYER et al. (2002) 
werden durch diesen Rezeptorantagonisten auch zentrale 5-HT3-Rezeptoren gehemmt, die zur 
Reduktion abdominaler Schmerzen führen.  
Neurologische und Psychische Symptome 
 
OLIVIER et al. (2000) untersuchten den Zusammenhang zwischen dem 5-HT3-Rezeptor und 
angstmindernden Effekten. In Tiermodellen konnte ein deutlich anxiolytischer Effekt von 5-HT3-
Rezeptorantagonisten, der wahrscheinlich durch eine Inhibierung der 5-HT3-Rezeptoren in der 
Amygdala ausgelöst wird, festgestellt werden. Auch diskutiert man die Wirkung und den 
Einsatz von 5-HT3-Rezeptorantagonisten bei psychischen Erkrankungen wie Schizophrenie 
und manischer Depression. KOIKE et al. (2005) postulierten die antipsychotischen 
Eigenschaften von Tropisetron, ADLER et al. (2005) die von Ondansetron. Einige Neuroleptika 
und Antidepressiva zeigen eine inhibitorische Wirkung am 5-HT3-Rezeptor. Beispielsweise 
konnte Mirtazapin eine kompetitive Hemmung (EISENSAMER et al. 2003) und Clozapin eine 
nicht-kompetitive Hemmung (RAMMES et al. 2004) am 5-HT3-Rezeptor nachgewiesen werden. 
Nach BUHOT et al. (2000) nimmt das serotoninerge System eine wichtige Rolle bei Lern- und 
Gedächtnisprozessen ein. 5-HT3-Rezeptorantagonisten können das Erlernen von 
anspruchsvollen Aufgaben fördern und Gedächtnisschwächen hemmen. Nach 
HARRELL und ALLAN (2003) begünstigt Ondansetron die kognitive Leistung von über 
50 jährigen Probanden. 
5-HT3-Rezeptoren wie Ondansetron können auch eine beginnende Alkoholabhängigkeit bei 
jungen Menschen reduzieren. Nach JOHNSON et al. (2000) wird durch die verminderte 
Dopaminausschüttung der belohnende Effekt von Alkohol vermindert. 
Bei Personen, die an Bulimie erkrankt sind, sollen 5-HT3-Rezeptorantagonisten durch die 
Hemmung der Aktivität der vagalen Afferenzen eine Reduktion der depressiven Symptome 
hervorrufen (FARIS et al. 2006). 
Schmerz 
 
Es wird vermutet, dass der 5-HT3-Rezeptor-Subtyp eine wichtige Rolle bei Schmerz- und 
Entzündungsprozessen spielt. Man konnte eine Lokalisation von 5-HT3-Rezeptoren in den 
Schmerz vermittelnden Regionen, wie auf den somatosensorisch primär afferenten Neuronen 
und Nervenendigungen der Haut nachweisen (RICHARDSON et al. 1985, THOMPSON und 
LUMMIS 2007). Des Weiteren geht man davon aus, dass die Schmerzweiterleitung durch die 
5-HT vermittelte Ausschüttung von Substanz P, einem Schmerz- und Entzündungsmediator, 
unterstützt wird (STRATZ und MÜLLER 2000). Auch werden Entzündungsprozesse unter 
anderem durch die im Immunsystem exprimierten 5-HT3-Rezeptoren und die nach 
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Agonistenbindung verursachte T-Zell Aktivierung und Cytokin- sowie Prostaglandin-
Ausschüttung begünstigt (THOMPSON und LUMMIS 2007). GIORDANO et al. (1998) wiesen 
einen analgetischen Effekt des 5-HT3-Rezeptorantagonisten Ondansetron nach, und 
STRATZ und MÜLLER (2000) sowie SPÄTH et al. (2004) publizierten den erfolgreichen 
Einsatz von 5-HT3-Rezeptorantagonisten wie Tropisetron zur Behandlung von Fibromyalgie, 
Osteoarthrose und chronischen Rückenschmerzen. 
Weitere 5-HT3-Rezeptormodulatoren 
 
Metoclopramid, ein partieller 5-HT3-Rezeptorantagonist, wird als Antiemetikum und 
Prokinetikum in der Klinik eingesetzt (WALKEMBACH et al. 2005). Allerdings ist diese 
Substanz als 5-HT3-Rezeptorantagonist weniger selektiv, da sie ihrer ursprünglichen 
Verwendung nach eine Dopamin2-antagonistische Wirkung hat (IRELAND et al. 1987, BUTLER 
et al. 1990).  
Auch für das bekannte Nervengift Tubocurarin, welches ein kompetitiver Antagonist am 
Acetylcholinrezeptor ist, wurde von BROWN et al. (1998) eine Inhibierung des 5-HT3A-
Rezeptors und eine antiemetische Wirkung festgestellt. 
FAN (1995) und BARANN et al. (2002) konnten eine konzentrationsabhängige Unterdrückung 
der durch 5-HT induzierten Ströme durch endogene Cannabinoide wie beispielsweise 
Anandamid nachweisen. Wahrscheinlich haben die Cannabinoide eine separate allosterische 
Bindungsseite am 5-HT3-Rezeptor, womit die antiemetische und analgetische Wirksamkeit 
dieser Substanzen erklärt wäre. Auch wird das Cannabinoid Dronabinol schon teilweise zur 
Behandlung von Übelkeit und Erbrechen bei Chemotherapien in der Klinik eingesetzt. 
Weitere nichtkompetitive Inhibierungen des 5-HT3-Rezeptors konnten beispielsweise für 
Anästhetika wie Propofol und Ketamin (BARANN et al. 1993, BARANN et al. 2000a) sowie für 
Steroide (BARANN et al. 1999) nachgewiesen werden. Für kurzkettige Alkohole wurde eine 
Potenzierung des durch 5-HT-induzierten Effektes festgestellt (BARANN et al. 1995). 
2.3.4 Heterogenität  
5-HT3A-Untereinheit 
 
Die cDNA des 5-HT3A-Rezeptors wurde erstmals von MARICQ et al. (1991) aus Neuralgewebe 
der Maus kloniert. Nach heterologer Expression in Xenopus-Oozyten zeigte sich ein 
funktioneller homomerer 5-HT3A-Rezeptor. Daraufhin folgten Klonierungen der cDNA des 
homomeren Rezeptor-Subtyps aus unterschiedlichen Geweben verschiedener Spezies, 
beispielsweise aus dem Gehirn der Ratte (MIYAKE et al. 1995), dem Dünndarm des 
Meerschweinchens (LANKIEWICZ et al. 1998), dem Dickdarm des Frettchens 
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(MOCHIZUKI et al. 2000) und dem Gehirn des Hundes (JENSEN et al. 2006) (Tabelle 1). 1995 
konnte erstmals humane 5-HT3A-cDNA bestehend aus 487 Aminosäuren (AS) aus Amygdala, 
Hippocampus sowie Dünn- und Dickdarm des Menschen kloniert werden (MIYAKE et al. 1995, 
BELELLI et al. 1995). Die AS-Sequenzlänge der cDNA des 5-HT3A-Rezeptors liegt bei den in 
Tabelle 1 aufgeführten Spezies zwischen 478 bis 490 AS, gleichen sich demnach zu 83 - 87 %. 
WERNER et al. (1994) postulierten zwei Splicevarianten, eine Lang- (5-HT3AL) und eine 
Kurzform (5-HT3AK) der 5-HT3A-Rezeptor-Untereinheit von Maus und Meerschweinchen. 
Allerdings konnte kein physiologischer Unterschied zwischen diesen Formen festgestellt 
werden. BRÜSS et al. (2000) gelang es, aus dem humanen Genom zwei Splicevarianten zu 
isolieren. Dabei handelte es sich auch um eine Langform, bei der der extrazelluläre „loop“ 
zwischen TM2 und TM3 verlängert ist, und eine Kurzform mit nur einer TM (TM1). Nach 
heterologer Expression in HEK293 Zellen wurden keine funktionellen homomere Rezeptoren 
ausgebildet, erst nach Koexpression mit der 5-HT3A-Rezeptor-Untereinheit konnten funktionelle 
Unterschiede im Rahmen einer Veränderung des Kationen-Einstroms und der 
Desensibilisierung festgestellt werden. 
5-HT3B-Untereinheit 
 
Aufgrund unterschiedlicher biophysikalischer Eigenschaften, insbesondere der Differenz in der 
Leitfähigkeit zwischen dem heterolog exprimierten 5-HT3A-Rezeptor und dem nativen 5-HT3-
Rezeptor wurde lange Zeit die Existenz weiterer 5-HT3-Untereinheiten vermutet 
(HUSSY et al. 1994, BROWN et al. 1998, FLETCHER und BARNES 1998). Im Jahr 1999 ist es 
DAVIES et al. (1999) und DUBIN et al. (1999) gelungen, die cDNA der 5-HT3B-Untereinheit aus 
menschlichem Gewebe zu klonieren. Diese kodiert für ein Protein mit 441 AS im Gegensatz zur 
humanen cDNA der 5-HT3A-Untereinheit, welche für ein Protein mit 478 AS kodiert (Tabelle 1). 
Die Gene der 5-HT3A- (MIYAKE et al. 1995, BELELLI et al. 1995) und der 5-HT3B-Untereinheit 
(DAVIES et al. 1999, DUBIN et al. 1999) sind auf demselben Chromosom 11q23 lokalisiert und 
ähneln sich zu 41 % in ihrer Aminosäuresequenz. Es wird vermutet, dass die beiden 
Untereinheiten durch Genduplikation auseinander hervorgegangen sind (WEISS et al. 1995, 
DAVIES et al. 1999). HANNA et al. (2000) klonierten erstmalig die 5-HT3B-Untereinheit aus 
Neuralgewebe von Nagetieren und fanden eine Übereinstimmung der Aminosäuresequenz von 
73 % zu der des Menschen. Allerdings kann die 5-HT3B-Untereinheit nach heterologer 
Expression kein funktionelles homopentameres Kanalprotein ausbilden, da sie laut 
BOYD et al. (2003) durch ein Retentionssignal im endoplasmatischen Retikulum nicht an die 
Zelloberfläche transportiert wird. Erst nach Koexpression mit der 5-HT3A-Untereinheit kann sich 
ein funktioneller, heteromerer 5-HT3A+B-Rezeptor bilden (DAVIES et al. 1999, DUBIN et al. 
1999), welcher im ZNS sowie im PNS nachgewiesen werden konnte (TZVETKOV et al. 2007). 
BARRERA et al (2005) beschrieben die Stöchiometrie der Untereinheiten des 5-HT3A+B-
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Rezeptors nach heterologer Expression im Verhältnis 2A:3B und die Anordung um die 
Kanalpore in der Reihenfolge B-B-A-B-A.  
Der heteromere 5-HT3A+B-Rezeptor weist im Vergleich zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor 
pharmakologisch kaum Unterschiede auf (BRADY et al. 2001), allerdings ist seine Einzel-
kanalleitfähigkeit 30 – 40 fach höher (5-HT3A+B-Rezeptor: 16 pS; 5-HT3A-Rezeptor: 0,4 - 0,6 pS). 
Des Weiteren zeigt der 5-HT3A+B-Rezeptor im Gegensatz zum 5-HT3A-Rezeptor eine geringere 
Ca2++-Ionenleitfähigkeit, eine schnellere Aktivierungs- (τakt) und Desensibilisierungszeit-
konstante (τdes) sowie eine lineare Stromspannungsbeziehung (DAVIES et al. 1999, 
DUBIN et al. 1999, HAPFELMEIER et al. 2003, KELLEY et al. 2003, HOLBROOK et al. 2008). 
Beim Vergleich der biophysikalischen Eigenschaften des heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptors mit 
denen des nativen 5-HT3-Rezeptors lassen sich große Ähnlichkeiten feststellen. Demnach wäre 
die Koexpression der 5-HT3B-Untereinheit beim nativen 5-HT3-Rezeptor eine Erklärung für die 
Unterschiede zwischen diesem und dem homomeren 5-HT3A-Rezeptor. 
5-HT3C,D,E-Untereinheit 
 
Im Jahr 2003 ist es NIESLER et al. (2003) und KARNOVSKY et al. (2003) gelungen, die 
cDNAs drei weiterer 5-HT3-Untereinheiten (5-HT3C, D, E-Untereinheit) zu identifizieren und aus 
humanem Gewebe zu klonieren. Außer bei Nagetieren konnten diese 5-HT3-Untereinheiten 
auch bei anderen Säugetieren nachgewiesen werden (HOLBROOK et al. 2008). Laut NIESLER 
et al. (2003) liegen die Gene HTR3C, HTR3D und HTR3E als Genkomplex zusammen auf dem 
Chromosom 3q27, wobei die Aminosäuresequenz der 5-HT3C-Untereinheit 447 AS, die der 5-
HT3D-Untereinheit 279 AS und die der 5-HT3E-Untereinheit 441 AS beträgt. Betrachtet man die 
Proteinzusammensetzung der drei Untereinheiten, ist eine Übereinstimmung von 64,0 % -
 74,3 % zwischen ihnen festzustellen. Beim Vergleich mit der 5-HT3A- und der 5-HT3B-
Untereinheit besteht nur eine Übereinstimmung von 20,8 %– 39,8 %. Die 5-HT3C- und 5-HT3E-
Untereinheiten zeigen deutliche strukturelle Ähnlichkeiten zu der 5-HT3A- und der 5-HT3B 
Untereinheit, wie beispielsweise einen Cys-loop im N-terminalen Ende. Die 5-HT3D-Untereinheit 
besitzt dagegen nur ein stark verkürztes N-terminales Ende mit fehlendem Cys-loop und ohne 
Signalpeptid. Des Weiteren fehlt den drei Untereinheiten eine polare Ladung innerhalb der 
Ionenpore der fünf TM2, die entscheidend für die Leitfähigkeit des Kanals ist. NIESLER et al. 
(2003) konnten zeigen, dass die HTR3D und HTR3E Gene hochspezifisch im 
Gastrointestinaltrakt, die HTR3D Gene zusätzlich noch in der Leber und der Niere exprimiert 
werden. Die Expression der HTR3C Gene erfolgt gleichermaßen im PNS wie im ZNS. Aufgrund 
der ausschließlichen Expression der 5-HT3E-Untereinheit im Gastrointestinaltrakt könnte diese 
Untereinheit eine wichtige Rolle in der Modulation der Emesis direkt im Magen-Darm Trakt 
haben. Im Rahmen dieser Arbeit wird gerade im Hinblick auf Übelkeit und Erbrechen bei 
Krebspatienten, ausgelöst durch Zytostatika- und Analgetikatherapie sowie PONV, die 5-HT3E-
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Rezeptoruntereinheit näher charakterisiert. NIESLER et al. (2007) und 
HOLBROOK et al. (2008) zeigten in ihren Untersuchungen, dass die 5-HT3C-, 5-HT3D- und 5-
HT3E-Untereinheiten alleine nicht an der Zelloberfläche exprimiert werden und keine 
funktionellen homomeren 5-HT3-Rezeptoren bilden können. Es könnte wie bei der 5-HT3B-
Untereinheit ein Retentionssignal geben, welches die 5-HT3C, D, E-Untereinheiten intrazellulär im 
ER zurückhält (BOYD et al. 2003). Erst nach Koexpression mit der 5-HT3A-Untereinheit können, 
analog zur 5-HT3B-Untereinheit (DAVIES et al. 1999), funktionelle heteromere 
Rezeptorkomplexe gebildet werden. Nach ersten Untersuchungen durch NIESLER et al. (2007) 
an den heteromeren 5-HT3C-, 5-HT3D- und 5-HT3E-Rezeptoren zeigten sie hinsichtlich ihrer 
pharmakologischen Eigenschaften keinen Unterschied zu denen des homomeren 5-HT3A-
Rezeptors. Es wurden die Rezeptoreigenschaften nach Bindung der Agonisten 5-HT und 
mCPBG sowie die Unterdrückung der 5-HT Antwort durch die Antagonisten Ondansetron und 
Azasetron charakterisiert. Auffällig war allerdings eine deutliche Differenz zwischen den 
Stromamplituden. HOLBROOK et al. (2008) konnten beim heteromeren 5-HT3A+C-Rezeptor im 
Gegensatz zu homomeren 5-HT3A-Rezeptor eine signifikant schnellere Stromkinetik bei 
10 µM 5-HT-induzierten Strömen nachweisen. Der 5-HT3D- und 5-HT3E-Rezeptor zeigte keinen 
Unterschied in seiner Stromkinetik. Des Weiteren wiesen alle drei Untereinheiten in 
Koexpression mit der 5-HT3A-Untereinheit eine einwärtsrektifizierende Strom-Spannungskurve 
sowie dieselbe Sensitivität gegenüber dem 5-HT3-Rezeptorantagonisten Picrotoxin auf. Da die 
funktionelle Bedeutung der 5-HT3C, D, E-Untereinheiten durch die bisher durchgeführten 
Untersuchungen immer noch nicht geklärt werden konnte, sind weitere Untersuchungen im 
Hinblick auf die elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften der Rezeptoren 
notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausführliche Untersuchungen mit dem 
heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor durchgeführt, da dieser ein interessanter Angriffspunkt bei der 
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Untereinheit Spezies AS Literaturquelle 
      5-HT3A Mensch             
Ratte                 
Maus                 
Meerschweinchen 
Frettchen            
Hund 
478                      
483                      




MIYAKE et al. (1995), BELELLI et al. (1995) 
MIYAKE et al. (1995)                                    
MARICQ et al. (1991)                               
LANKIEWICZ et al. (1998)                            
MOCHIZUKI et al. (2000)                               
JENSEN et al. (2006) 
      5-HT3B Mensch              





DAVIES et al. (1999), DUBIN et al. (1999) 
HANNA et al. (2000)                                      
HANNA et al. (2000) 
      5-HT5C Mensch 447 NIESLER et al. (2003),                       
KARNOVSKY et al. (2003) 
      5-HT3D Mensch 279 NIESLER et al. (2003),                       
KARNOVSKY et al. (2003) 
      5-HT3E Mensch 471 NIESLER et al. (2003),                       
KARNOVSKY et al. (2003) 
Tabelle 1: Speziesunterschiede der 5-HT3-Rezeptor-Untereinheiten (modifiziert nach 
BARNES et al. 2009). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Materialien 
Die Hersteller der Verbrauchsmaterialien und Reagenzien, der verwendeten Geräte sowie der 
Software sind im Abschnitt 9.1, Anhang, Materialien aufgelistet. 










Serotonin                                                     
(natürlicher 5-HT3-Rezeptoragonist) 









                      
 
Anandamid                                                  
(Cannabinoid Rezeptoragonist) 
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Metoclopramid (partieller 5-HT3-Rezeptorantagonist) 
    
     
                     
Mirtazapin                                              
(partieller 5-HT3-Rezeptorantagonist) 
 
Tubocurarin                                                     
(partieller 5-HT3-Rezeptorantagonist) 
3.1.2 Medium, Puffer und Lösungen 
Medium für die Zellkultur: 
 
-DMEM/Ham’s F12 (1/1) 
-10 % fötales Kälberserum, inaktiviert bei 57°C für  30 min 
-1 % (PSG): 10.000 E Penicillin 
                   10.000 mg Streptomycin 
                   29,2 mg Glutamin 
-0,5 % Zeocin oder 1,5 % Geneticin und 3 % Sodiumbicarbonat 
Puffer für die Patch-Clamp-Experimente: 
 
a.) Extrazelluläre Pufferlösung (ECS) in aqua bidest: 
    - 150 mM Natriumchlorid (NaCl)   
    - 1,8 mM Calciumchlorid (CaCl * 2 H2O)   



















C H 3 
H C H 3 
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    - 10 mM HEPES   
    - 5,6 mM Kaliumhydroxid (KOH)   
Der physiologische pH-Wert von 7,45 wurde je nach Bedarf mit 1 M Salzsäure oder mit 1 M 
Natriumhydroxid eingestellt. 
 
b.) Intrazelluläre Pufferlösung (ICS) gelöst in aqua bidest: 
    - 140 mM Kaliumchlorid (KCl)   
    - 5,0 mM Magnesiumchlorid (MgCl2)   
    - 10 mM HEPES   
    - 10 mM EGTA   
    - 1,9 mM Kaliumhydroxid (KOH)   
Der physiologischen pH-Wert von 7,3 wurde je nach Bedarf mit 1 M Salzsäure oder mit 1 M 
Kaliumhydroxid eingestellt. 
Lösungen für die Patch-Clamp-Experimente: 
 
a.) Agonisten-Lösungen: 
Das Serotonin wurde als 25 mM „stock“-Lösung in aqua bidest gelöst und bei -20°C 
eingefroren. Diese Lösung konnte dann vor dem jeweiligen Experiment bei 37°C im Wasserbad 
aufgetaut und verwendet werden. Die Tryptamin-Lösung wurde als 1 mM „stock“-Lösung in 
aqua bidest angesetzt und vor dem jeweiligen Experiment mit ECS verdünnt. 
 
b.) Antagonisten-Lösungen:  
Die Anandamid- und Mirtazapin-Lösungen wurden als 10 mM Ethanol-„stock“ angesetzt, 
daraufhin eine halbe Stunde mittels eines Magnetstabes gerührt und bei -20°C eingefroren. 
Diese Lösungen konnten dann für die jeweiligen Experimente aufgetaut und verwendet werden. 
Metoclopramid und Tropisetron wurden als 1 mM, und Tubocurarin als 5 mM „stock“-Lösung in 
aqua bidest gelöst und vor den jeweiligen Experimenten mit ECS verdünnt. 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Transfektionen und Zellkultur 
Die folgenden Experimente unterliegen dem Gentechnikgesetz und der 
Genehmigungsbescheid wurde von der Bezirksregierung Düsseldorf ausgestellt, datiert auf den 
16. Mai 2007, Aktenzeichen 56.97.01-K-1.24/07. 
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Transiente Transfektion 
 
Die transiente Transfektion von HEK293-Zellen wurde mithilfe des Reagenz TransIT-293 
(Mirus) per Lipofektion durchgeführt. Die Zellen wurden in 175 cm2-Kulturflaschen in 
DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % FKS und 1 % PSG im Brutschrank bei 37° C, 95 % 
Luftfeuchtigkeit und in einer mit ca. 5 % CO2 angereicherten Atmosphäre inkubiert. 24 Stunden 
vor der Transfektion wurden die Zellen mithilfe der Neubauer-Zählkammer ausgezählt und 
jeweils 2 x 105 Zellen in 10 cm2-Zellkulturschalen mit DMEM/Ham’s F12-Medium und 10 % FKS 
ausgesät. Zu Beginn der Versuche wurden unterschiedliche Zellzahlen von 1 x 105 bis 3 x 105 
transient transfiziert, dabei stellte sich eine Zellzahl von 2 x 105 Zellen am geeignetsten für die 
in dieser Arbeit durchgeführten Versuche heraus. Am Tag der Transfektion betrug bei dieser 
Zellzahl die Konfluenz der HEK293-Zellen 50 – 70 %. Pro Zellschälchen wurden 100 µl 
DMEM/Ham’s F12-Medium mit 4,8 µl Transfektionsreagenz 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 2 µl DNA-Lösung (1 µg / µl) im Verhältnis der 
h5-HT3A-Rezeptor cDNA zu der h5-HT3E-Rezeptor cDNA und der h5-HT3B-Rezeptor cDNA von 
1:3. Nach vorsichtigem Mischen wurde die Lösung für weitere 15 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Der Transfektionssatz wurde anschließend tropfenweise in die Zellschälchen 
pipettiert und die transfizierten Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden für die jeweiligen 
Experimente verwendet. Die Versuche nach einer Zeitdauer von 42 Stunden stellten sich für 
die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche am erfolgversprechendsten heraus. 
Stabile Transfektion 
 
Die Transfektion der 5-HT3A-Subtypen wurde im Institut für Pharmakologie und Toxikologie 
(Abt. Prof. Bönisch / PD M. Brüss) der Universität Bonn und die Transfektion des 5-HT3A+B 
sowie des 5-HT3A+E-Subtyps im Institut für Humangenetik (Abt. Dr. Niesler) der Universität 
Heidelberg durchgeführt. Als Zielzellen dienten humane embryonale Nierenzellen (HEK293-
Zellen). Die Transfektion des 5-HT3A-Rezeptor-Subtyps erfolgte mittels 
Calciumphospatpräzipitation nach CHEN u. OKAYAMA (1987). Im Institut für Pharmakologie 
und Toxikologie (Abt. Prof. Bönisch / PD M. Brüss) der Universität Bonn wurden die HEK293-
Zellen mit Hilfe des pCDNA3 (Invitrogen) Vektors unter Kontrolle des humanen 
Cytomegalovirus Promotors stabil mit der h5-HT3A-Rezeptor-cDNA transfiziert. Die Selektion 
der stabil transfizierten Klone erfolgte durch Zugabe von Geneticin. Das Medium wurde alle 
zwei Tage gewechselt. Nach Auftreten einzelner Zellkolonien wurden diese durch spezielle 
Klonzylinder (Sigma) getrennt und anschließend in 24-fachen Zellkulturplatten (Falcon) bis zu 
einer hohen Konfluenz kultiviert. Aus jeder Transfektion wurden 20 - 40 Kolonien hinsichtlich 
erfolgreicher Expression der humanen 5-HT3A-Rezeptoren mit [14C]guanidinum Influx und 
Bindung des selektiven 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten [3H]GR 65630 [3-(5-methyl-1H-imidazol-
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4-yl)-1(1-metzhyl-1H-indol-3-yl)-1-propanone] getestet. Die Kolonien mit der besten Expression 
wurden vermehrt und danach für weitere Experimente verwendet.  
Die Transfektion der 5-HT3A+B- und 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtypen erfolgte mit dem Reagenz 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) per Lipofektion. Im Institut für Humangenetik (Abt. Dr. Niesler) 
der Universität Heidelberg wurden die HEK293-Zellen mit Hilfe des pBudCE4.1 Vektors unter 
der Kontrolle des EF1alpha-Promoters stabil mit der h5-HT3B- sowie der h5-HT3E-Rezeptor 
cDNA transfiziert und unter Kontrolle des humanen Cytomegalovirus Promoters jeweils mit der 
h5-HT3A-Rezeptor-cDNA ko-transfiziert. Beide Untereinheiten befanden sich demnach in einem 
Vektor und wurden im Verhältnis 1:1 transfiziert. Die Selektion der stabil transfizierten Klone 
erfolgte durch Zugabe von Zeocin, und auf erfolgreiche Expression wurde durch Western-Blot 
und Immunfluoreszenz getestet. Die Kolonien mit der besten Expression wurden vermehrt und 
danach für weitere Experimente verwendet. 
Passagieren und Kultivieren von HEK293 
 
Die Kultivierung der humanen HEK293 Zellen erfolgte stets unter sterilen Bedingungen. Das 
Medium DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % FKS und dem Antibiotikum Geneticin wurde für 
die Kultivierung der stabil transfizierten Zellen mit dem humanen 5-HT3A-Rezeptor, das Medium 
DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % FKS und dem Antibiotikum Zeocin für die stabil 
transfizierten Zellen mit dem humanen 5-HT3A+B- und dem 5-HT3A+E-Rezeptor verwendet. Die 
Inkubation der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen sowie auch in Zellkulturschalen bei 37°C, 
95 % Luftfeuchtigkeit und in einer mit ca. 5 % CO2 angereicherten Atmosphäre. Das 
Passagieren der Zellen erfolgte je nach Zelldichte alle 3 – 4 Tage. Dabei wurden die Zellen aus 
der Zellkulturflasche in ein Falcon-Tube überführt und bei 1000 U/min für 10 Minuten 
zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und der Zellüberstand mit 10 ml neuem Medium 
(37°C) homogenisiert. Von dieser Zellsuspension wur de 1 ml in eine Zellkulturflasche mit 20 ml 
Medium (37°C) überführt, so dass man auf ein Gesamt volumen von 21 ml kommt. Von der 
restlichen Zellsuspension wurde eine 1:10 Verdünnung mit Medium hergestellt. Von dieser 
Verdünnung wurde jeweils ein Tropfen in Petrischalen (Durchmesser: 35 mm) mit je 2 ml 
Medium überführt. Nach 4 – 12 Tagen wurden die Petrischalen für die jeweiligen Versuche 
verwendet. 
Kryokonservierung von Zellen 
 
Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen abgeerntet und in ein Röhrchen (Falcon) 
überführt. Daraufhin wurden sie bei 1000 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert. Das Zellsediment 
wurde im DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % DMSO resuspendiert und in Kryoröhrchen 
überführt. Diese wurden für 2 Stunden bei -20°C, da nach bei -80°C eingefroren. 
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Beim Auftauen von kryokonservierten Zellen zur Rekultivierung derselben wurde die 
Zellsuspension eines Kryoröhrchens zügig bei 37°C i m Wasserbad aufgetaut. Diese wurde 
daraufhin in 10 ml vorgewärmtes Kulturmedium (DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % FKS und 
dem jeweiligen Antibiotikum) überführt und 10 min bei 1000 U/min zentrifugiert, um das DMSO 
auszuwaschen. Der Überstand wurde abgesaugt, das Zellpellet resuspendiert und in eine 
Zellkulturflasche mit 20 ml des genannten Mediums (37°C) pipettiert.  
Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einem Hämocytometer (Neubauer-Zählkammer). Zur 
Auszählung lebender Zellen wurden diese aus der Zellkulturflasche in ein Falcon-Tube 
überführt und bei 1000 U/min für 10 Minuten zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und 
der Zellüberstand mit 10 ml neuem DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % FKS (37°C) 
homogenisiert. Von dieser Zellsuspension wurden 10 µl in die Zählkammer gefüllt und unter 
dem Mikroskop bei 100-facher Vergrößerung in vier großen Quadraten ausgezählt. Die Zellzahl 
(N) pro Milliliter Suspension ergab sich nach folgender Formel: 
N = (n * 104 * VF) / 4 
 
N: Zellzahl pro Milliliter Suspension 
n: Zellzahl der 4 Großquadrate 
VF: Verdünnungsfaktor 
3.2.2 Patch-Clamp Experimente 
Die Methode der Patch-Clamp Technik an ligandengesteuerten Ionenkanälen wurde erstmals 
von HAMILL et al. (1981) beschrieben und dient der Ableitung von transmembranären Strömen 
einzelner Zellen bzw. von Geweben. Die Patch-Clamp-Methode bietet mehrere 
Konfigurationen, um die Ionenströme durch Membrankanäle zu messen. Dazu zählen die 
Membranfragmentmethode („excised-patch“) und der Ganzzellmodus („whole-cell-patch"). Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden beide Methoden angewendet, die im Folgenden näher erläutert 
werden. 
Wie in Abbildung 3 und 4 dargestellt ist, wird in der Betrachtung unter einem Mikroskop und 
mittels Mikromanipulator der Zellkontakt („cell-attached“) hergestellt. Daraufhin wird durch 
einen Unterdruck eine dicht haftende Verbindung zwischen der Messpipette und der 
Zellmembran mit einem Widerstand im Giga-Ω-Bereich erreicht, der so genannte „seal“. Erhöht 
man nun den Unterdruck durch einen stärkeren Sog, reißt die Zelle auf und legt sich der 
Pipettenspitze innen an, man erhält die Ganzzell-Konfiguration („whole-cell“-Konfiguration). 
Dies zeigt sich durch ein Abfallen des Membranwiderstandes beim Aufreißen der Zelle. Den 
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„excised-patch“ erhält man nach der Membranfragmentmethode. Dazu führt man die Pipette 
nach dem Zerreißen der Zelle mittels Mikromanipulator vom Petrischalengrund weg 
(Abbildung 3). Wir erhalten einen „excised-patch“ in der „outside-out“ Konfiguration, dabei ist 
die ehemalige Innenseite der Zellmembran zum Pipettenlumen gerichtet, die 











Abbildung 3: Mögliche Patch-Clamp Konfigurationen nach HAMILL et al. (1981). 
 
Abbildung 4: Entstehen eines Patch. Mit der Glaspipette wird ein Stück der Zellmembrann 
entnommen (NEHER und SACKMANN 1992). 
Durchführung der Patch-Clamp Experimente 
 
Für die Experimente wurden die jeweiligen Substanzen täglich neu angesetzt und in die dafür 
vorgesehenen Reservoire an der Patch-Clamp Anlage gefüllt. Die Pipetten- und Badelektrode 
aus Silber wurden vor jedem Experiment über Nacht in einer Natrium-Hypochlorid-Lösung 
chloridiert. Aus einer Borosilikat-Glaskapillare wurden im Pipettenziehgerät durch ein 
zweistufiges Ziehen zwei gleichlange Patch-Pipetten hergestellt. Die Pipettenspitzen wurden in 
der „Mikroforge“ poliert, bis die gewünschte Form und ein Pipettenwiderstand von 3 – 5 MΩ 
erreicht war. Die fertigen Pipetten konnten dann in einem verschließbaren Behälter aufbewahrt 
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und innerhalb der nächsten Stunden benutzt werden. Kurz vor dem Versuch wurden die 
Pipetten mit der intrazellulären Elektrolytlösung gefüllt und aus dem Brutschrank eine 
Petrischale mit den jeweils zu untersuchenden Zellen genommen. Das Nährmedium dieser 
HEK293-Zellen wurde dekantiert und Extrazellulärlösung mit 0,2 % Glucose hinzugegeben. 
Um den Ganzzellmodus oder den „excised-patch“ in der „outside-out“-Konfiguration zu 
erhalten, wird, wie zu Beginn des Abschnitts 3.2.2 (Patch-Clamp Experimente) beschrieben, 
vorgegangen. Die Auswahl der Zellen ist je nach Konfiguration unterschiedlich. Bei 
Ganzzellmessungen werden vereinzelnd liegende Zellen oder Zellen in kleinen Verbänden, bei 
den „excised-patch“ Messungen werden nach Möglichkeit Zellen im dichten Verbund 
ausgesucht. 
Auch die Positionierung des Perfusionskopfes ist in den beiden Konfigurationen unterschiedlich 
(Abbildung 5). Bei einem Ganzzell-Patch wurde der Perfusionskopf dicht am Petrischalengrund 
vor die Zelle positioniert, beim „excised-patch“ direkt vor die Pipettenspitze mit dem 
Membranfragment. Im Folgenden wurden die Lösungen vom Applikationssystem 
(RSC 200, Biologic), unter der Verwendung von „parameterfiles“, die den Ablauf des 
Applikationssystems steuern, abgegeben. Für die Experimente wurde ein computergesteuerter 
Patch-Clamp Verstärker verwendet und die analogen Daten durch einen externen Low-pass-
Filter bei 1 kHz gefiltert und anschließend digitalisiert (Digidata 1200). Dabei betrug die 
Aufnahmefrequenz 2 kHz. Das Membranpotential wurde 500 ms vor der Serotonin-Applikation 
von 0 mV auf -100 mV hyperpolarisiert, um eine optimale Stabilität des Patch zu erreichen. 
Nach der Agonisten-Applikation (30 µM 5-HT) wurde das Membranruhepotential von 0 mV 
wiederhergestellt. Die Durchführung der Experimente erfolgte bei Raumtemperatur (18 – 26°C). 
 
                                         
Abbildung 5: Positionierung der Badelektrode, der Pipette mit Elektrode und des 
Perfusionskopfes im Zellschälchen während eines Experimentes. 
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Das Lösungsapplikationssystem 
 
Für die Versuche in dieser Arbeit wurde ein schnelles Applikationsystem (RSC 200, Biologic, 
Frankreich) verwendet, dass den Austausch der Lösungen innerhalb von 2 ms ermöglichte 
(Abbildung 6). Von bis zu neun Glasreservoirs ausgehend flossen die Lösungen über 
Teflonschläuche zu dem Patch, wobei durch die inerten Eigenschaften des Teflons ein Verlust 
von lipophilen Substanzen verringert werden konnte (BARANN et al. 2000a). Zwischen den 
Glasreservoirs und den Teflonschläuchen war der obere Teil eines Infusionsbesteckes samt 
Tropfkammer angeschlossen. Dieser mündete in den Teflonschlauch, der einmal im Bereich 
der Ventile des Perfusionssystems und einmal im Übergang zwischen Teflonschlauch und 
Glaskapillare durch quetschbaren Silikonschläuche (ca. 3 cm) ersetzt war. Die Patche wurden 
~0,5 mm vor die Öffnung der Applikationsröhrchen (Glaskapillaren) positioniert. Mittels vom 
Computer gesteuerten Quetschventilen konnte zwischen der Waschlösung (Extrazellulärlösung 
mit oder ohne Substanz) und der Testlösung (30 µM 5-HT in ECS mit oder ohne Substanz) 
gewechselt werden. Die verschiedenen Substanzen wurden durch separate 
Applikationsröhrchen geleitet, was einen oszillationsfreien Austausch zwischen mehreren 
Lösungen ermöglichte. Das Befüllen der Reservoirs sowie das Anbringen der Schläuche und 







 100 mV 
ECS 
Substanz 
5 - HT 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des Perfusionssystems der Patch-Clamp Apparatur. 
Lösungsapplikation 
 
Mittels des Programms RSC V1.04. wurden die „parameterfiles“, welche die Applikation der 
verschiedenen Lösungen steuerten, programmiert. Bei allen Experimenten diente ein 
30 µM Serotonin- (5-HT) Strom als Kontrollstromspur. Diese Kontrolle wurde in der Regel nach 
jeder Versuchsstromspur oder zu Beginn und zum Ende mehrerer Versuchsstromspuren 
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durchgeführt. Wichtig war, dass der Perfusionskopf immer nur zum benachbarten Tube weiter 
sprang, da es sonst zu einer vorzeitigen Desensibilisierung des Kanals kommen konnte. Dieser 
Punkt war zu vernachlässigen, wenn der Perfusionskopf auf ein Tube mit Extrazellulärlösung 
zum Spülen gesprungen war. Die Auswaschzeit zwischen den verschiedenen Stromspuren 
betrug in der Regel 60 s, die Lösungsapplikationsdauer 1,2 s und die angelegte Spannung 
−100 mV. 
 
In dieser Arbeit wurden folgende Lösungsapplikationsprotokolle verwendet: 
 
1.) Konzentrationswirkungskurven: 
Bei der Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve wurden vor jeder 5-HT-Gabe 60 s mit 
Extrazellulärlösung gespült. 
Bei den Konzentrations-Wirkungskurven verschiedener Substanzen wurde in dieser Arbeit mit 
der Equilibrium- (kontinuierliche) Applikation gearbeitet. Dabei wurden die Substanzen 60 s vor 
und während der 5-HT-Gabe appliziert. Nach jeder Versuchstromspur wurde 60 s mit ECS 
gespült und eine Kontrollspur mit 30 µM 5-HT durchgeführt. 
 
2.) Strom-Spannungsprotokolle: 
Bei den Strom-Spannungsprotokollen wurde bei jedem 30 µM 5-HT-Puls die angelegte 
Haltespannung im Bereich -100 mV bis +100 mV variiert. 
 
3.) Agonisten-Doppelpuls Experimente: 
Bei den Agonisten-Doppelpuls Experimenten wurde die Spülzeit mit ECS zwischen den 
30 µM 5-HT Stromspuren im Rahmen von 5 – 60 s variiert. 
 
4.) Agonisten-Lang-Kurzpuls Experimente: 
Bei den Agonisten-Lang-Kurzpuls Experimenten wurde 30 µM 5-HT unterschiedlich lang auf 
den „excised-patch“ appliziert. Der erste Serotonin Puls war 1,2 s lang, der zweite nur 100 ms. 
 
5.) Experimente über den Einfluss der Agonisten-Konzentration auf die Desensibilisierung: 
Bei diesen Experimenten wurde zwischen den 30 µM 5-HT Pulsen jeweils 60 s mit 
verschiedenen 5-HT Konzentrationen (1 – 300 nM 5-HT) gespült. 
 
6.) Einzelkanalmessungen: 
Bei den Einzelkanalmessungen wurden 30 µM 5-HT Pulse in kurzen Zeitabständen 
hintereinander gegeben (5 – 20 s). Die Auflösung wurde dabei um das 100 fache erhöht und 
der Filter um das 10 fache verstärkt. 
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Die Stromspuren wurden digitalisiert (Digidata 1200 Analog / Digitalumwandler) und auf der 
Computerfestplatte gespeichert. Die Analyse der Stromspuren erfolgte mit dem Programm 
pClamp® 8 und clampfit. Die Rohdaten konnten dann mit der Software GraphPad Prism5® 






Mit Hilfe des clampfit Programms wurde zunächst die Basislinie aller Stromspuren auf 0 mV 
gesetzt, um den vorhandenen „leak“-Strom herauszurechnen. Mittels des Positionsanzeigers 
konnten daraufhin die Maximalströme („peaks“) der Stromspuren in pA abgelesen werden. 
Wenn die „peaks“ zusammengehöriger Stromspuren, wie beispielsweise die 
Kontrollstromspuren, nicht mehr als 20 % von einander abwichen, konnten diese gemittelt 









Abbildung 7: Darstellung einer durch 30 µM 5-HT-induzierten Originalstromspur. 
Die Aktivierungs- (τakt) und Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes) wurden mono- oder bi-
exponentiell nach folgender Standard-Exponentialfunktion nach Chebyshev gefittet: 
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A = Amplitude der Funktion, berechnet ab dem gewählten Startpunkt der Kurvenanpassung 
C = Konstante Inaktivierung 
n = 1 für mono-exponentielle und n = 2 für biexponentielle Berechnungen  
t = Zeit 
τ = Zeitkonstante 
 
Bei der Analyse der „excised-patches“ wurde nach Möglichkeit biexponentiell „gefittet“ 
(Abbildung 8). Bei der Analyse der Ganzzell-Patches war dies aufgrund der meistens sehr 
langsamen Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes) nicht möglich. Die 
Aktivierungszeitkonstanten (τakt) wurde daraufhin durch einen monoexponentiell „fit“ berechnet 
(Abbildung 9), die Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes) konnten aufgrund der beschriebenen 
Problematik in dieser Arbeit nicht dargestellt werden. Von der Geschwindigkeit der 


























Abbildung 8: Darstellung eines biexponentiellen „fits“ nach Chebyshev an einer 
Originalstromspur eines „excised-patches“ am 5-HT3A+E-Rezeptor. Positionsanzeiger (1 und 2) 
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Abbildung 9: Darstellung eines monoexponentiellen „fits“ nach Chebyshev an einer 
Originalstromspur eines „excised-patches“ am 5-HT3A+E-Rezeptor. Positionsanzeiger (1 und 2) 
bei monoexponentiellem „fit“ zur Bestimmung der τakt. 
Graph Pad Prism 
 
Die erhaltenen Erstauswertungen wurden zur weiteren Analyse in die Software GraphPad 
Prism5® importiert. Die Einwärtsströme (pA) und Zeitkonstanten (ms) in Gegenwart einer zu 
untersuchenden Substanz wurden in Prozent der Mittelwerte aus den jeweiligen 
Kontrollströmen dargestellt. So konnten Konzentrationswirkungskurven, Potenzierungen und 
Inhibierungen verschiedener Substanzen graphisch gezeigt werden. 
Die Konzentrationswirkungskurven von 5-HT und den untersuchten Substanzen wurden mit der 
im Folgenden dargestellten Gleichung (Hill-Gleichung) gefittet. So konnte ein sigmoidaler 
Konzentrations-Wirkungsverlauf mit variablem „slope“ gezeigt werden. 
 
y = bottom + (top – bottom) / (1+10 (log EC50 - x) * hillslope) 
 
bottom = y-Wert der Minimalantwort (Reststrom) 
EC50 = Konzentration, die eine halbmaximale Antwort hervorruft 
hillslope = Hill-Koeffizient 
top = y-Wert der Maximalantwort (Maximalstrom) 
x = Logarithmus der Substanzkonzentration in µM 
y = Stromantwort 
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Gingen die einzelnen Konzentrationspunkte bei kleiner werdender Konzentration gegen 100 %, 
also gegen den Mittelwert der 30 µM 5-HT Stromspur, so wurde vor dem „fit“ der „top“ auf 100 
gesetzt und „bottom“ auf 0. Wurden die Werte bei geringer werdender Konzentration größer als 
100 % oder blieben deutlich unter diesem Wert, so wurde der „top“ variabel gelassen. 
 
Konnte die Konzentrations-Wirkungsbeziehung nicht ausreichend durch die oben beschriebene 
Funktion erfasst werden, wurde folgende Gleichung unter der Annahme, dass mehrere 
Bindungsstellen vorhanden sein müssen, verwendet. So konnte ein biphasischer Verlauf der 
Konzentrations-Wirkungskurve gezeigt werden. 
 
span = top – bottom                                                                                                           
section 1 = span * fraction / (1+10(log EC50(1) - x)*hillslope 1)                                                                                                                              
section 2 = span * (1 – fraction) / (1+10(log EC50(2) - x)*hillslope 2)                                                    
y = bottom + section 1 + section 2 
 
bottom = y-Wert der Minimalantwort (Reststrom) 
EC50(1) = Konzentration, die bei der 1. Komponente eine halbmaximale Antwort hervorruft 
EC50(2) = Konzentration, die bei der 2. Komponente eine halbmaximale Antwort hervorruft 
fraction = Anteil der 1. Komponente 
1 – fraction = Anteil der 2. Komponente 
Hillslope 1 = Hill-Koeffizient der 1.Komponente 
Hillslope 2 = Hill-Koeffizient der 2.Komponente 
section 1 = hochpotente Komponente 
section 2 = niedrigpotente Komponente 
top = y-Wert der Maximalantwort (Maximalstrom) 
x = Logarithmus der Substanzkonzentration in µM 
y = Stromantwort  
Einzelkanäle 
 
Bei der Auswertung von Einzelkanälen wurden im Clampfit-Programm die Amplitudengröße 
und die Öffnungsdauer abgelesen. Zum Ablesen der Amplitudengröße stellte man einen 
Positionsanzeiger auf die Basislinie und einen Positionsanzeiger auf die Maximalamplitude des 
Kanals, wobei dann die Differenz der Amplitudengröße entsprach. Zum Ablesen der 
Öffnungsdauer des Kanals wurde ein Positionsanzeiger zu Beginn der Öffnung und ein 
Positionsanzeiger zum Ende der Öffnung des Kanals angelegt, wobei auch hier die Differenz 
der Öffnungsdauer entsprach.  
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Die Amplitudengrößen und Öffnungszeiten aller Einzelkanalereignisse eines Patches wurden 









Abbildung 10: Darstellung einiger Einzelkanalereignisse einer Originalstromspur. Die 
Amplitudengröße kann durch die Differenz der Basislinie zur Maximalamplitude und die 
Öffnungsdauer durch die zeitliche Differenz vom Öffnen und Schließen des Kanals berechnet 
werden.  
Statistik (Microsoft Excel XP) 
 
Die im Rahmen der Patch-Clamp Experimente erhobenen Daten der maximalen 
Stromamplituden sowie der Zeitkonstanten wurden statistisch analysiert. Dazu wurden das 
Programm GraphPad Prism5® verwendet und Mittelwerte sowie Standartabweichungen 
berechnet. Auch wurde die Verteilung der Parameter wie die Aktivierungs- und 
Desensibilisierungszeitkonstanten mithilfe der Software GraphPad Prism5® dargestellt. 
Die Signifikanz wurde durch gepaarten und ungepaarten t-Test mittels des Programms 
Microsoft Excel XP überprüft. Dabei wurde ein signifikanter Unterschied (*) angenommen wenn 
p ≤ 0,05 (*), und ein nicht signifikanter Unterschied (n.s.) wurde angenommen wenn p ≥ 0,05. 
Der Buchstabe n beschreibt in der folgenden Arbeit die Anzahl der Experimente an 
unterschiedlichen Patchen. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Grundcharakterisierung des 5-HT3A+E-Rezeptors 
Zu Beginn der Arbeit wurden zwei Klone (Klon 2 und 3) aus verschiedenen monoklonalen 
Zelllinien des 5-HT3A+E-Rezeptors verglichen. Im Verlauf der Experimente stellte sich Klon 3 als 
repräsentativer heraus, so dass dieser im Folgenden vergleichend mit dem 5-HT3A-Rezeptor 
dargestellt wird.  
4.1.1 Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve 
Bei der Applikation von Serotonin (5-HT) auf einen „excised-patch“ wurden bei einer 
anliegenden Spannung von -100 mV Einwärtsströme ausgelöst. Als Referenzkonzentration 
wählte man in diesem und den folgenden Experimenten eine Konzentration von 30 µM 5 HT, 
da diese eine fast maximale Stromantwort hervorruft. Um eine vollständigen Erholung des 
Kanals zu erhalten und für die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde zwischen den 
verschiedenen Applikationen 60 s mit ECS gespült. 
Zur Charakterisierung des humanen 5-HT3A+E-Rezeptors wurde mittels der „excised-patch“-
Konfiguration eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung aufgestellt, die sich aus der applizierten 
5-HT-Konzentration und der Rezeptor-Antwort ergab. Dabei applizierte man mit einer 
Applikationszeit von 1,2 s verschiedene 5-HT-Konzentrationen (0,3 µM – 3 mM) auf den Patch.  
Um eine Konzentrations-Wirkungskurve zu erhalten, wurden die maximalen Stromamplituden 
(„peaks“) bestimmt und als Prozent der jeweiligen Kontrollstromspur (30 µM 5-HT) dargestellt. 
Die Daten bis einschließlich der Konzentration von 100 µM 5-HT wurden mittels der Hill-
Gleichung sigmoidal gefittet (Abschnitt 3.2.3). 
In der Abbildung 11 a) sind die Konzentrations-Wirkungskurven der beiden Klone (Klon 2 und 
3) des 5-HT3A+E-Rezeptors vergleichsweise dargestellt. Die mittlere effektive Konzentration 
(EC50) von Klon 2 liegt bei 9,2 µM 5-HT und von Klon 3 bei 7,4 µM 5-HT, die Steigung der 
beiden Kurven ist mit jeweils einem Hill-Koeffizient von 1,0 identisch. Nur im 
Konzentrationsbereich von 2 µM 5-HT und 10 µM 5-HT ist ein signifikanter Unterschied 
feststellbar (p ≤ 0,05).  
Daraufhin wurden in Abbildung 11 b) die Daten von Klon 3 des 5-HT3A+E-Rezeptors mit Daten 
des 5HT3A-Rezeptors verglichen. Es fällt auf, dass die Steigung der sigmoidalen Kurve des 
homomeren 5-HT3A-Rezeptors steiler ist als beim heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor. Die flachere 
Steigung beim 5-HT3A+E-Rezeptor resultiert aus den signifikant größeren Strömen im 
Konzentrationsbereich von 2 und 3 µM 5-HT. Bei dem EC50-Wert der beiden Rezeptor-
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Subtypen ist kein signifikanter Unterschied festzustellen (5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3: EC50= 7,4 
µM; 5-HT3A-Rezeptor: EC50= 7,3 µM). Ab einer Konzentration von 300 µM 5-HT kam es bei 





Abbildung 11: a) Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors. Vergleich zweier 
Klone (Klon 2 und 3) aus verschiedenen monoklonalen Zelllinien dieses Rezeptor-Subtyps. b) 
Vergleich der Konzentrations-Wirkungskurven von Klon 3 des 5-HT3A+E-Rezeptors mit dem 5-
HT3A-Rezeptor. *= p ≤ 0,05, n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
4.1.2 Aktivierungs- und Desensibilisierungszeitkonstanten 
Die Aktivierungs- (τakt) und Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes) der 5-HT-Referenz-Strom-
spuren im „excised-patch“ wurden aus allen Kontroll- (30 µM 5-HT) Experimenten am 5-HT3A+E-
Rezeptor, Klon 3 dieser Arbeit gemittelt. 
Die Aktivierungszeitkonstante der Referenzstromspuren am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3, 
gemittelt aus 147 Experimenten betrug 8,7 ms ± 13,8 ms, der Median lag bei 4,7 ms 
(Abbildung 12 a). Die Aktivierungszeitkonstante des 5-HT3A-Rezeptors betrug bei 
LINDEN (2006) 7,8 ms ± 4,7 ms und der Median lag bei 6,4 ms. In anderen Veröffentlichungen 
lag sie im Bereich von 10 – 20 ms (BARANN et al. 2000b). Beim Vergleich der 
Aktivierungszeitkonstante des 5-HT3A+E-Rezeptors mit dem 5-HT3A-Rezeptor lässt sich kein 
signifikanter Unterschied feststellen. 
Die Desensibilisierungszeitkonstante der Referenzstromspuren am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3, 
welche auch aus 147 Experimenten gemittelt wurde, betrug 86,2 ms ± 77,7 ms, der Median lag 
bei 65,0 ms (Abbildung 12 b). Bei LINDEN (2006) betrug die Desensibilisierungszeitkontante 
des 5-HT3A-Rezeptors 111,5 ms ± 100 ms und der Median lag bei 83,5 ms. Beim Vergleich der 





5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 2  (EC50= 9,2 µM; hillslope= 1,0)
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3  (EC50=  7,4 µM; hillslope= 1,0)
n = 3 - 18

 = p ≤ 0,05
n.s.
n.s.





























5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3  (EC50=   7,4 µM; hillslope= 1,0)
5-HT3A-Rezeptor                 (EC50=   7,3 µM; hillslope= 1,5)




= p ≤ 0,05
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Desensibilisierungszeitkonstanten beider Rezeptor-Subtypen fällt auf, dass die τdes vom 5-
HT3A+E-Rezeptors um 25,3 ms im Mittelwert, also um das 1,3 fache schneller ist. Dieser 
Unterschied ist signifikant. 
a) b) 



































Abbildung 12: a) Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5–HT) Experimente am 5-
HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. b) Desensibilisierungszeitkonstanten aller Kontrollexperimente am 5-
HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. 
Wenn man den Einfluss der verschiedenen 5-HT-Konzentrationen auf die τakt und die τdes am 5-
HT3A+E-Rezeptor gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am „excised-patch“ dargestellt 
betrachtet, fällt auf, dass im Bereich der niedrigen 5-HT Konzentrationen (1 – 6 µM) die 
Geschwindigkeit der Aktivierungszeitkonstante stark zunimmt (Abschnitt 9.2, Tabelle 9). Bei 
1 µM 5-HT war die τakt 159 ms, bei 6 µM war sie schon 12,5 ms schnell. Ab 30 µM 5-HT 
veränderte sich die Aktivierungszeitkonstante nicht mehr stark. Es war noch eine geringe 
Geschwindigkeitszunahme von 8,7 ms bei 30 µM bis 2,5 ms bei 1 mM 5-HT zu erkennen. 
Auch ist in Tabelle 9 (Abschnitt 9.2) festzustellen, dass die Desensibilisierungszeitkonstante bei 
einer Konzentration von 2 µM 5-HT (τdes: 185,4 ms) sehr langsam war. Im Konzentrations-
bereich von 3 – 30 µM 5-HT veränderte sich die Geschwindigkeit kaum, sie lag zwischen 
77,5 ms bei 3 µM 5-HT und 86,2 ms bei 30 µM 5-HT. Ab 30 µM 5-HT bis 100 µM 5-HT (28,0 
ms) stieg sie dann aber nochmals stark an. Danach war bis zu Konzentrationen von 3 mM 
keine Geschwindigkeitszunahme mehr feststellbar. 
4.1.3 Strom-Spannungsbeziehung 
Bei der Applikation von 30 µM 5-HT auf einen „excised-patch“ des 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtyps 
kam es in Abhängigkeit der anliegenden Spannung zu einem einwärts oder auswärts 
gerichteten Strom. Als Referenzkonzentration wurde bei den folgenden Experimenten 30 µM 5-
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HT gewählt und eine Auswaschzeit von 60 s eingehalten. Die Spannung wurde in 25 mV 
Schritten von -100 mV bis +100 mV verändert. Bei negativer Spannung kam es zu einem 
Einwärtsstrom und bei positiver Spannung zu einem Auswärtstrom. Die 
Maximalstromamplitude war bei negativer Spannung im Vergleich zur positiven Spannung bei 
derselben Stromstärke größer. Bei 0 mV floss kein erkennbarer Strom.  
 














Abbildung 14: Strom-Spannungs-Experimente. a) Vergleich zweier Klone (Klon 2 und 3) aus 
verschiedenen monoklonalen Zelllinien des 5-HT3A+E-Rezeptors b) Vergleich von Klon 3 des 5-
HT3A+E-Rezeptors mit dem 5-HT3A-Rezeptor. n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 


























n = 3 - 5




































n.s.= p ≥ 0,05
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In den Abbildungen 14 a) und b) wird die prozentuale Veränderung des Stroms durch die 
Veränderung des Haltepotentials dargestellt. Als Referenz wurde der Wert der maximalen 
Stromamplitude bei einem Haltepotential von -100 mV (-100 %) genommen. 
 
Bei beiden Klonen des 5-HT3A+E-Rezeptors erhält man eine einwärtsrektifizierende Strom-
Spannungskurve ohne signifikanten Unterschied zueinander. Auch im Vergleich mit den Daten 
des 5-HT3A-Rezeptors war kein Unterschied der Strom-Spannungsbeziehungen zu erkennen.  
Um eventuelle Unterschiede in der Leitfähigkeit festzustellen, wären Einzelkanalmessungen 
sinnvoll gewesen. Da die genannten Rezeptoren jedoch eine so geringe Leitfähigkeit 
aufwiesen, waren diese Messungen mit der in dieser Arbeit angewendeten Technik nicht 
möglich. 
4.1.4 Agonisten-Doppelpuls Experimente 
Um bei dem 5-HT3A+E-Rezeptor die Zeit der Erholung („recovery“) von der Desensibilisierung zu 
überprüfen, sind Doppelpuls Experimente durchgeführt worden. Dabei wurde die Zeit zwischen 
zwei 5-HT induzierten Strömen in 5 Sekundenabständen zwischen fünf und sechzig Sekunden 
variiert. Die Erholung von der Desensibilisierung war dann vollständig abgeschlossen, wenn die 
zweite Stromspur die erste überlagerte und die Kinetik mit dieser übereinstimmte. Wie in 
Abbildung 15 b) deutlich zu erkennen ist, war nach einer Spülzeit von 50 s mit ECS eine fast 
vollständige Erholung festzustellen. Dies bestätigt, dass eine Auswaschzeit von 60 s, wie es bei 





Abbildung 15: Originalstromspuren an jeweils demselben Patch des 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 
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In Abbildung 16 a) und b) wurden die maximalen Stromamplituden des 5-HT-Pulses gegen die 
Zeit zum vorherigen 5-HT-Puls aufgetragen und als eine monoexponentielle Funktion gefittet. 
Hier erkennt man deutlich eine 50 % ige Erholung nach 18 – 20 s und eine 100 % ige Erholung 
nach 55 – 60 s. Erfolgte der zweite Puls in einem Zeitrahmen von unter ≤ 5 s nach dem ersten 
Puls, war kein Strom messbar gewesen. Beim Vergleich der Kurven beider Klone des 5-HT3A+E-
Rezeptors ist eine leichte Rechtsverschiebung von Klon 2 zu erkennen. Dieser Unterschied ist 
allerdings nicht signifikant. Beim Vergleich der Daten von Klon 3 des 5-HT3A+E-Rezeptors mit 






Abbildung 16: Agonisten-Doppelpulsexperimente. a) Vergleich zweier Klone (Klon 2 und 3) aus 
verschiedenen monoklonalen Zelllinien des 5-HT3A+E-Rezeptors b) Vergleich von Klon 3 des 5-
HT3A+E-Rezeptors mit dem 5-HT3A-Rezeptors (LINDEN 2006); n.s. =p ≥ 0,05, ungepaarter t-
Test. 
4.1.5 Agonisten-Lang-Kurzpuls Experimente 
In dem folgenden Experiment wurden 30 µM Serotonin unterschiedlich lang auf den „excised-
patch“ appliziert, die Auswaschzeit mit Extrazellulärlösung umfasste eine Zeitspanne von 60 s. 
Der erste Serotonin Puls entsprach mit 1,2 s Länge dem gewählten Standart in allen 
Experimenten dieser Arbeit, der zweite Serotonin Puls war dagegen mit 100 ms Länge deutlich 
kürzer. Wie in den Originalstromspuren der Abbildung 17 zu erkennen ist, zeigen die beiden 
verschiedenen Zellklone des 5-HT3A+E-Rezeptors keinen Unterschied in ihrer Kinetik bei 
verschieden langer Serotonin-Applikation.  
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Da bei den vorherigen Untersuchungen kein signifikanter Unterschied der beiden Klone des 5-
HT3A+E-Rezeptors festgestellt werden konnte, und aufgrund der repräsentativeren 
Messergebnissen von Klon 3, wurden die noch folgenden Experimente dieser Arbeit 






Abbildung 17: Originalstromspuren bei einem Agonisten-Lang-Kurzpuls Experiment am 5-
HT3A+E-Rezeptor. a) 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 2, b) 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. 
4.1.6 Einfluss der Agonisten-Konzentration /Desensibilisierung 
Bei diesem Experiment wurde die Abhängigkeit der Desensibilisierung von der 5-HT-
Konzentration beim 5-HT3A+E-Rezeptor und 5-HT3A-Rezeptor untersucht. Dabei wurde zwischen 
den 30 µM 5-HT Pulsen jeweils 60 s mit verschiedenen 5-HT-Konzentrationen (1 nM -
 300 nM 5-HT) gespült. Um eine Konzentrations-Wirkungskurve zu erhalten, bestimmte man 
die maximalen Stromamplituden und stellte sie als Prozent der jeweiligen Kontrollstromspur 
(30 µM 5-HT-Puls nach 60 s Spülzeit mit ECS) dar. Die Daten wurden mittels der Hill-Gleichung 
sigmoidal gefittet. 
Bei Konzentrationen um die 10 nM 5-HT betrug de maximale Stromamplitude ca. 80 % der 
Kontrollstromspur, bei Konzentrationen um die 100 nM 5-HT konnte fast kein 5-HT-Strom mehr 
festgestellt werden. Die Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors wird durch 
einen Hill-Koeffizient von -1,4 beschrieben und der IC50-Wert liegt bei 22,2 nM 5-HT. Auch der 
Hill-Koeffizient der Kurve des 5-HT3A-Rezeptors beträgt -1,4 und der IC50-Wert liegt bei 
30,3 nM. Man erkennt demnach eine leichte Linksverschiebung der Kurve des 5-HT3A+E-
Rezeptors. Bei der kontinuierlichen Applikation von 30 nM 5-HT über eine Dauer von 60 s vor 
200 ms
- 10 pA
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dem 30 µM 5-HT-Puls erhielt man signifikant unterschiedlich große Maximalstromamplituden 
bei den untersuchten Rezeptor-Subtypen. Beim 5-HT3A-Rezeptor betrug die 
Maximalstromamplitude 56,34 pA ± 4,93 pA, beim 5-HT3A+E-Rezeptor 40,25 pA ± 14,89 pA. Bei 




Abbildung 18: Darstellung der Abhängigkeit der Desensibilisierung von der 5-HT-Konzentration 
in einer Konzentrations-Wirkungskurve. Vergleich des 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 mit Daten 
des 5-HT3A-Rezeptors; *= p ≤ 0,05, n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
4.2 Pharmakologische Charakterisierung des 5-HT3A+E-Rezeptors 
4.2.1 Tryptamin 
 
Bei der Substanz Tryptamin handelt es sich um einen partiellen Agonisten am 5-HT3-Rezeptor. 
Sie unterscheidet sich von Serotonin durch das Fehlen der Hydroxyl-Gruppe am Benzenring. 
Mit Tryptamin war es möglich, den Rezeptor auch ohne Anwesenheit des Agonisten 5-HT zu 
aktivieren (= intrinsische Aktivität). 









5-HT3A-Rezeptor                 (IC50= 30,3 nM; Hillslope= -1,4)
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3  (IC50= 22,2 nM; Hillslope= -1,4)





= p ≤ 0,05
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Im Folgenden wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der durch Tryptamin induzierten 
Ströme am 5-HT3A+E-Rezeptor in der „excised-patch“-Konfiguration untersucht. Dazu wurden 
bei einem konstanten Haltepotential von -100 mV unterschiedliche Tryptamin-Konzentrationen 
(3 µM – 3 mM) jeweils 1,2 s auf den Patch appliziert. Zwischen den verschiedenen 
Applikationen wurde 60 s mit ECS gespült. Die maximalen Stromamplituden wurden bestimmt 
und als Prozent der jeweiligen Kontrollstromspur (30 µM 5-HT) dargestellt. Die erhobenen 
Daten sind in Abbildung 19 vergleichsweise mit der Konzentrations-Wirkungskurve des 
Agonisten 5-HT desselben Rezeptor-Subtypen dargestellt. Zusätzlich werden in dieser 
Abbildung die Konzentrations-Wirkungskurven von Tryptamin und 5-HT am heteromeren 5-
HT3A+E-Rezeptor mit denen am homomeren 5-HT3A-Rezeptor verglichen. 
 
   
Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT-induzierten und von Tryptamin-
induzierten Stromamplituden. In schwarz sind die Konzentrations-Wirkungskurven des 5-
HT3A+E-Rezeptors, in rot die des 5-HT3A-Rezeptors dargestellt. Der maximale Effekt von 
Tryptamin betrug beim 5-HT3A-Rezeptor nur 27 % und beim 5-HT3A+E-Rezeptor nur 26 % des 
maximalen Effektes, der durch 5-HT erreicht wird. * p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test. 1 = bei dieser 
Serie wurden zum Vergleich Rohdaten von M. MEIBOOM herangezogen. 
Bei den durch Tryptamin induzierten Strömen lag die maximale Aktivierung am 5-HT3A+E-
Rezeptor bei einer Konzentration von 1 mM Tryptamin bei 25,6 % ± 6,5 % der 30 µM 5-HT-
Kontrollstromspur. Der EC50-Wert betrug abgeschätzt 170 µM (Abbildung 19). Die maximale 
Aktivierung von Tryptamin am 5-HT3A-Rezeptor lag bei 27,3 % ± 13,75 % der 30 µM 5-HT-
Kontrollspur bei einer Konzentration von 300 µM Tryptamin. Hier betrug der EC50-Wert 
abgeschätzt 160 µM Tryptamin. Demnach wirkt Tryptamin am heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor 
sowie am homomeren 5-HT3A-Rezeptor als intrinsisch aktiver, partieller Agonist. 





5-HT, 5-HT3A-Rezeptor      (EC50 = 7,3µM)
5-HT, 5-HT3A+E-Rezeptor   (EC50 = 7,4 µM)
Tryptamin,5-HT3A+E-Rezeptor
(EC50 = 170 µM)
Tryptamin, 5-HT3A-Rezeptor 1(EC50 = 160 µM)
n = 4 -10
n = 4 - 67
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Bei Applikation von hohen Tryptamin Konzentrationen kam es, wie dies auch bei der 5-HT 
Konzentrations-Wirkungskurve der Fall ist (Abschnitt 4.1.1), zu einer Hemmung der maximalen 
Stromamplitude. Beim 5-HT3A-Rezeptor-Subtyp war dies ab einer Konzentration von 
1 mM Tryptamin der Fall, beim 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtyp erst ab einer Konzentration von 
3 mM Tryptamin. Bei einer Konzentration von 1 mM Tryptamin zeigte sich ein signifikanter 
Unterschied der maximalen Stromamplituden bei den beiden Rezeptor-Subtypen. Beim 5-
HT3A+E-Rezeptor betrug die maximale Aktivierung von 1 mM Tryptamin 25,6 % ± 6,5 %, beim 5-
HT3A-Rezeptor 17,5 % ± 5,13 % der 30 µM-5-HT-Kontrollspur. 
4.2.2 Tropisetron 
Tropisetron (Abbildung 20 a) gehört zur Gruppe der Ondansetrone, die als kompetitive 
Antagonisten von 5-HT3-Rezeptoren wirken. Klinisch wird Tropisetron als Antiemetikum 
insbesondere bei PONV und CINV zur Behandlung von Übelkeit und Erbrechen eingesetzt. 
In der Abbildung 20 b) sind Originalstromspuren eines „excised-patch“ von drei 
unterschiedlichen Tropisetron-Konzentrationen (0,1 nM; 0,3 nM; 1 nM) am 5-HT3A+E-Rezeptor 
dargestellt. Die Messungen erfolgten im Equilibrium. Tropisetron wurde demnach 60 s vor und 
während der 5-HT-Gabe appliziert. Nach jeder Versuchstromspur wurde 60 s mit ECS gespült 
und eine Kontrollstromspur mit 30 µM 5-HT durchgeführt. 
 
a) b) 



















Abbildung 20: a) Strukturformel von Tropisetron. b) Originalstromspuren im Equilibrium am 5-
HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. Die schwarzen Stromspuren stellen die jeweiligen 30 µM 5-HT-
Kontrollstromspuren dar (kein kompletter Auswasch). Die rote, grüne und blaue Spur stellen die 
Stromspuren bei Tropisetron-Konzentrationen von 0,1 nM, 0,3 nM und 1 nM dar. 
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Die Originalstromspuren in Abbildung 20 b) und die Konzentrations-Wirkungskurve in 
Abbildung 21 zeigen, dass Tropisetron die Amplitude der 30 µM 5-HT-induzierten Ströme 
schon bei Konzentrationen von 0,1 nM um ca. 15 %, bei Konzentrationen von 0,3 nM um ca. 
55 % und bei Konzentrationen von 1 nM um ca. 80 % unterdrücken konnte. Diese 
Unterdrückung war nicht reversibel, da bei allen Experimenten weniger als 80 % der 
Kontrollamplitude nach einem Auswasch von 60 s (Abbildung 20 b) wieder erreicht wurden. 
In Abbildung 21 wurden die maximalen Stromamplituden bestimmt und als Prozent der 
jeweiligen Kontrollstromspur in einer Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt. Gefittet wurden 
die Daten sigmoidal mittels der Hill-Gleichung. Beim homomeren sowie beim heteromeren 
Rezeptor war eine deutliche, nicht signifikant unterschiedliche Hemmkurve feststellbar. Der 
IC50-Wert liegt beim Rezeptor-Subtypen 5-HT3A+E bei 0,3 nM Tropisetron und der Hill-Koeffizient 
bei -1,3. Bei dem 5-HT3A-Rezeptor beträgt der IC50-Wert auch 0,3 nM Tropisetron und die 
Steigung wird durch einen Hill-Koeffizient von -1,5 beschrieben. 
 
                             




5-HT3A-Rezeptor      (IC50= 0,3 nM; hillslope= -1,3)
5-HT3A+E-Rezeptor   (IC50= 0,3 nM; hillslope= -1,5)
n = 3 -15
n.s.























Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungskurven von Tropisetron. Vergleich der Konzentrations-
Wirkungskurve von Tropisetron am 5-HT3A-Rezeptor mit der am 5-HT3A+E-Rezeptor, n.s.= p ≥ 
0,05, ungepaarter t-Test. 
4.2.3 Metoclopramid 
Bei der Substanz Metoclopramid (MCP) handelt es sich um einen unspezifischen, partiellen 
Serotonin-Rezeptorantagonisten, der auch entsprechend seiner ursprünglichen Verwendung 
als Dopamin2-Rezeptorantagonist wirkt. Klinisch wird Metoclopramid als Antiemetikum und zur 
Anregung der Peristaltik und Sekretion verwendet. MCP ist ein Procainamid-Derivat, gehört 
also zu den Benzamiden (Abbildung 22 a). 
In der Abbildung 22 b) sind Originalstromspuren eines „excised-patches“ im Equilibrium 
(kontinuierliche Applikation) dargestellt. Dabei wurden unterschiedliche MCP Konzentrationen 
(10 nM – 1 µM) 60 s vor und während der 5-HT-Gabe appliziert. Nach jeder Versuchstromspur 
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wurde 60 s mit Extrazellulärlösung gespült und eine Kontrollspur mit 30 µM 5-HT durchgeführt. 
Die Originalstromspuren in Abbildung 22 b) zeigt, dass MCP die Amplitude der 5-HT-
 (30 µM) induzierten Ströme schon bei Konzentrationen von 0,03 µM teilweise unterdrücken 
kann. Diese Unterdrückung war reversibel, da mindestens 80 % der Kontrollamplitude nach 














Abbildung 22: a) Strukturformel von Metoclopramid. b) Originalstromspuren im Equilibrium am      
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. Die schwarzen Stromspuren stellen die 30 µM 5-HT-Kontroll-
stromspuren dar. Die rote, grüne und blaue Spur stellen die Metoclopramid-Stromspuren bei 
Konzentration von 0,03 µM, 0,3 µM und 0,1 µM dar. 
                   
Abbildung 23: Konzentrations-Wirkungskurve von Metoclopramid. Vergleich der 
Konzentrations-Wirkungskurve von MCP am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 mit Daten der 
Konzentrations-Wirkungskurve von WALKEMBACH et al. 2005 am 5-HT3A-Rezeptor. n.s. = p ≥ 
0,05, ungepaarter t-Test. 










5-HT3A+E-Rezeptor   (IC50= 58,1 nM; hillslope= -0,8)
5-HT3A-Rezeptor      (IC50= 64,0 nM; hillslope= -1,2)
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In Abbildung 23 wurden die maximalen Stromamplituden des 5-HT3A+E-Rezeptor bestimmt und 
als Prozent der jeweiligen Kontrollstromspur in einer Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt. 
Die Daten wurden mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet und mit der Konzentrations-
Wirkungskurve des 5-HT3A-Rezeptors von WALKEMBACH et al. (2005) verglichen. Dabei fällt 
auf, dass die Steigung (Hill-Koeffizient: -0,8) beim 5-HT3A+E-Rezeptor im Gegensatz zu der des 
5-HT3A-Rezeptors (Hill-Koeffizient: -1,2) deutlich geringer ist. Der IC50-Wert der beiden 
genannten Rezeptor-Subtypen unterscheidet sich nicht signifikant voneinander (5-HT3A-
Rezeptor: 64,0 nM MCP; 5-HT3A+E-Rezeptor: 58,1 nM MCP). 
4.2.4 Tubocurarin 
Bei Tubocurarin (TC) handelt es sich um ein Nervengift, welches Hauptbestandteil von 
Tubocurare ist (Abbildung 24 a). Diese Substanz zählt zu den Pfeilgiften, die 
zusammenfassend als Curare bezeichnet werden. Tubocurarin ist ein kompetitiver Antagonist 
































Abbildung 24: a) Strukturformel von Tubocurarin b) Originalstromspuren im Equilibrium am           
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. Die schwarzen Stromspuren stellen die 30 µM 5-HT-Kontrollen dar. 
Die rote, grüne und blaue Spur stellen die Tubocurarin Stromspuren bei Konzentrationen von 
0,1 µM, 1 µM und 10 µM dar. 
In der Abbildung 24 b) sind Originalstromspuren eines „excised-patch“ im Equilibrium am 5-
HT3A+E-Rezeptor dargestellt. Dabei wurden drei unterschiedliche Tubocurarin Konzentrationen 
(0,1 µM; 1 µM; 10 µM) 60 s vor und während der 5-HT-Gabe appliziert. Nach jeder Versuchs-
stromspur wurde 60 s mit ECS gespült und eine Kontrollspur mit 30 µM 5-HT durchgeführt. Die 
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Originalstromspuren in Abbildung 24 b) zeigen deutlich, dass bei einer Konzentration von 
0,1 µM Tubocurarin keine Hemmung, bei 10 µM Tubocurarin allerdings eine 100 % ige 
Hemmung induziert wurde. Eine Konzentration von 1 µM Tubocurarin verursachte einen fast 
halbmaximalen Effekt, sie lag im Bereich des IC50-Wertes. Die Inhibierung durch Tubocurarin 
des 5-HT-induzierten Stroms war reversibel, da über 80 % der Kontrollamplitude nach einem 
Auswasch von 60 s wieder erreicht wurden (Abbildung 24 b). 
 





5-HT3A-Rezeptor      (IC50= 1,6 µM; hillslope= -0,9)
5-HT3A+E-Rezeptor   (IC50= 1,4 µM; hillslope= -0,9)
n = 4 -10
n.s.
n.s.























Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurven von Tubocurarin. Vergleich der Konzentrations-
Wirkungskurve von Tubocurarin am 5-HT3A-Rezeptor mit der am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3, 
n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
Um die Konzentrations-Wirkungskurve von Tubocurarin zu erhalten, wurden auch hier die 
maximalen Stromamplituden bestimmt und als Prozent der jeweiligen Kontrollstromspur 
dargestellt. Der sigmoidale „fit“ erfolgte mittels der Hill-Gleichung. In Abbildung 25 sind die 
Hemmkurven des 5-HT3A+E-Rezeptors und des 5-HT3A-Rezeptors vergleichend dargestellt. 
Dabei konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der IC50-Wert am 5-HT3A+E-
Rezeptor-Subtypen liegt bei 1,6 µM Tubocurarin und die Steigung wird durch einen Hill-
Koeffizient von -0,9 beschrieben. Beim 5-HT3A-Rezeptor beträgt der IC50-Wert 
1,4 µM Tubocurarin und der Hill-Koeffizient liegt bei -0,9. 
4.2.5 Mirtazapin 
Mirtazapin ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der tetrazyklischen Antidepressiva und ist ein 
noradrenerges und spezifisch serotonerges Antidepressivum (NaSSA). Es hemmt die α2-
Rezeptoren und verstärkt dadurch die Freisetzung von Serotonin und Noradrenalin. Zusätzlich 
wirkt es als partieller, kompetitiver Antagonist am 5-HT3- und 5-HT2-Rezeptor, jedoch nicht am 
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5-HT1-Rezeptor. Biochemisch gesehen ist Mirtazapin ein Pyridyl-Analogon des Mianserins und 
liegt als (S)-(+)-Enantiomer und (R)-(-)-Enantiomer vor (Abbildung 26 a). 
In Abbildung 26 b) sind Originalstromspuren eines „excised-patch“ von verschiedenen 
Mirtazapin-Konzentrationen (1 nM, 3 nM und 10 nM) am 5-HT3A+E-Rezeptor dargestellt. Das 
Experiment erfolgte im Equilibrium und nach jeder Versuchstromspur wurde 60 s mit ECS 
gespült und eine Kontrollstromspur mit 30 µM 5-HT durchgeführt. Die Originalstromspur in 
Abbildung 26 b) zeigt, dass Mirtazapin die Amplitude der 5-HT (30 µM)-induzierten Ströme erst 
bei Konzentrationen von 10 nM über 50 % unterdrücken kann. Diese Inhibierung ist reversibel, 









    



















Abbildung 26: a) Strukturformeln von Mirtazapin, (R)-Enantiomer (oben) und (S)-Enantiomer 
(unten). b) Originalstromspuren im Equilibrium am 5-HT3A+E-Rezeptor. Die schwarze Stromspur 
stellt die gemittelten 30 µM 5-HT-Kontrollstromspur dar, die rote, grüne und blaue Spur die 
Mirtazapin-Stromspuren bei Konzentration von 1 nM, 3 nM und 10 nM. 
In Abbildung 27 wurden die maximalen Stromamplituden bestimmt und als Prozent der 
jeweiligen Kontrollstromspur in einer Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt. Die Daten sind 
mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet worden. Sowohl am homomeren 5-HT3A-Rezeptor 
als auch am heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor zeichnete sich eine deutliche Hemmkurve ab. 
Beim Vergleich der Konzentrations-Wirkungskurven von Mirtazapin der beiden Rezeptor-
Subtypen 5-HT3A+E und 5-HT3A ist ein deutlicher Unterschied des IC50-Wertes festzustellen. 
Dieser liegt beim 5-HT3A+E-Rezeptor bei 8,4 nM, beim 5-HT3A-Rezeptor bei 25,4 nM.  
Bei den Konzentrationen von 3 nM, 10 nM und 100 nM Mirtazapin sind die Maximalstrom-
amplituden im Mittelwert am 5-HT3A-Rezeptor signifikant größer (Tabelle 2), demnach ist die 
Inhibierung durch Mirtazapin am 5-HT3A+E-Rezeptor deutlich stärker. Im Konzentrationsbereich 
von 1 nM und 30 nM Mirtazapin ist kein signifikanter Unterschied festzustellen. Durch die 
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unterschiedlichen Hemmeffekte bei 3 nM; 10 nM und 100 nM Mirtazapin werden die 
Konzentrations-Wirkungskurven der beiden Rezeptor-Subtypen durch unterschiedliche 
Steigungen beschrieben. Der Hill-Koeffizient der Konzentrations-Wirkungskurven liegt beim 5-
HT3A+E-Rezeptor-Subtyp bei -0,9, ist demnach flacher als die Steigung der Konzentrations-
Wirkungskurve beim 5-HT3A-Rezeptor (Hill-Koeffizient: -1,3). 
 
                       




5-HT3A-Rezeptor        (IC50= 25,4 nM; hillslope= -1,3)
5-HT3A + E-Rezeptor    (IC50=   8,4 nM; hillslope= -0,9)
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Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungskurven von Mirtazapin. Vergleich der Konzentrations-
Wirkungskurve von Mirtazapin am 5-HT3A-Rezeptor mit der am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3¸*= p 
≤ 0,05, n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
[Mirtazapin]     5-HT3A+E-Rezeptor            
Maximalstromamplituden 
    5-HT3A-Rezeptor          
Maximalstromamplituden 
    3 nM      69,1 pA ± 13,7 pA *    91,4 pA ±  6,1 pA * 
  10 nM     43,4 pA ± 11,2 pA *    86,2 pA ±  3,4 pA * 
100 nM        7,0 pA ±   3,9 pA *    22,5 pA ±  9,7 pA * 
 
Tabelle 2: Maximalstromamplituden unterschiedlicher Mirtazapin-Konzentrationen am 5-
HT3A+E- und 5-HT3A-Rezeptor.  
Vergleichende Darstellung der Mittelwerte der Maximalstromamplituden bei Mirtazapin-
Konzentrationen von 3 nM; 10 nM und 100 nM an dem 5-HT3A+E- und dem 5-HT3A-Rezeptor. 
Die Unterschiede sind signifikant,* = p ≤ 0,05, gepaarter t-Test. 
4.2.6 Anandamid 
In Abbildung 28 a) ist die Strukturformel von Anandamid (Arachidonylethanolamid) dargestellt, 
ein Ethanolaminderivat der Arachidonsäure. Anandamid ist eine mehrfach ungesättigte 
Fettsäure und wird endogen, insbesondere im ZNS, gebildet. Sie bindet primär an die 
4 Ergebnisse  
 
 48  
Cannabinoid-Rezeptoren des Endocannabinoid-Systems, ist aber auch ein partieller Antagonist 
am 5-HT3-Rezeptor. 
Durch die hohe Lipophilie von Anandamid musste das Versuchsprotokoll darauf angepasst 
werden. Nach der ersten 30 µM 5-HT Kontrollstromspur wurde die Substanz bis zu 3 min lang 
eingewaschen. Dabei erfolgte jede Minute ein 30 µM 5-HT-Puls mit der jeweiligen 
Konzentration Anandamid. Nach 3 min erhielt man die maximale Inhibierung der 
Stromamplitude des 5-HT-induzierten Stroms. Danach wurde wiederum bis zu 3 min mit ECS 
gespült, wobei im Minutenabstand eine 5-HT-Kontrollstromspur gemessen wurde. Allerdings 
war es trotz dieser verlängerten Auswaschzeiten nicht möglich, mindestens 80 % der 
Maximalamplitude der ersten Kontrollstromspur zurückzuerhalten. Die Hemmung des 5-HT-














2.) 30 µM 5-HT
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Abbildung 28: a) Strukturformel von Anandamid. b) Originalstromspuren im Equilibrium am           
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. Die schwarzen Stromspuren stellen die 30 µM 5-HT-Kontrollstrom-
spuren dar. Die erste Kontrollstromspur erfolgte vor der Applikation mit 100 nM Anandamid, die 
zweite Kontrollstromspur besteht aus drei gemittelten Spuren nach der Substanz-Applikation 
(kein kompletter Auswasch). Die rote, grüne und blaue Spur stellen die 100 nM Anandamid 
Stromspuren nach verschiedenen Applikationszeiten dar (60 s, 120 s und 180 s). 
Zur Erstellung einer Konzentrations-Wirkungskurve wurden die maximalen Stromamplituden 
bei den verschiedenen Anandamid-Konzentrationen auf die 30 µM-5-HT-Stromspur normiert 
und mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet. In Abbildung 29 wird die Hemmkurve von 
Anandamid am 5-HT3A+E-Rezeptor mit der am 5-HT3A-Rezeptor vergleichsweise dargestellt. 
Dabei lässt sich kein signifikanter Unterschied feststellen. Der IC50-Wert liegt beim 5-HT3A+E-
Rezeptor bei 128,7 nM und der Hill-Koeffizient beträgt -1,4. Beim 5-HT3A-Rezeptor liegt der 
IC50-Wert bei 151,7 nM und der Hill-Koeffizient beträgt -1,6. 
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5-HT3A-Rezeptor        (IC50= 151,7 nM; hillslope= -1,6)
5-HT3A+E-Rezeptor     (IC50= 128,7 nM; hillslope= -1,4)
n = 3 -11
n.s.
n.s.























Abbildung 29: Konzentrations-Wirkungskurven von Anandamid. Vergleich der Konzentrations-
Wirkungskurve am 5-HT3A-Rezeptor mit der am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3, n.s.= p ≥ 0,05, 
ungepaarter t-Test. 
4.3 Grundcharakterisierung des 5-HT3A+B-Rezeptors 
Im Folgenden wurde der heteromere 5-HTA+B-Rezeptor in der „excised-patch“- (outside-out) 
Konfiguration näher charakterisiert. Dabei wurden wie beim 5-HT3A+E-Rezeptor jeweils 
vergleichsweise zwei Klone aus verschiedenen monoklonalen Zelllinien getestet (Klon 1 und 
Klon 6). Da sich im Verlauf der Untersuchungen Klon 6 als repräsentativer herausstellte, wird 
dieser in den kommenden Abbildungen vergleichend mit dem 5-HT3A-Rezeptor dargestellt. 
Experimentell war es sehr schwierig, mit den zwei beschriebenen Klonen einen „excised-patch“ 
zu erhalten. Mit Klon 1 wurden 6 bis 14 Tagen nach Passage der Zellen und Bebrütung im 
Brutschrank Experimente durchgeführt. Die Erfolgsrate entspricht den erfolgreich 
durchgeführten Experimenten an einem „excised-patch“ und betrug bei Klon 1 7,1% ± 0,1% 
(n = 188). Die Erfolgsrate von Klon 6 3 - 9 Tage nach Passage und Bebrütung der Zellen war 
prozentual gesehen höher, sie lag bei einer n-Zahl von 99 Patchversuchen bei 22,2 % ± 0,1 %. 
Dennoch zeigten beide Klone geringe maximale Stromamplituden (70,5 pA ± 41,6 pA) und 
unruhige Kinetiken der Stromspuren. 
4.3.1. Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve 
Zur Charakterisierung des humanen 5-HT3A+B-Rezeptors wurde wie beim 5-HT3A+E-Rezeptor 
eine Konzentrations-Wirkungskurve aufgestellt. Dabei wurden bei einem konstanten 
Haltepotential von -100 mV verschiedene 5-HT-Konzentrationen (Klon 1: 1 µM – 300 µM 5-HT, 
Klon 6: 0,3 µM – 3 mM 5-HT) auf den Patch appliziert. Die Applikationszeit betrug 1,2 s. Die 
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maximalen Stromamplituden wurden daraufhin bestimmt und als Prozent der jeweiligen 
Kontrollstromspur (30 µM 5-HT) dargestellt. Die Daten bis einschließlich der Konzentration von 
30 µM 5-HT sind mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet worden. 
In der Abbildung 30 a) sind die Konzentrations-Wirkungskurven der beiden Klone des 5-HT3A+B-
Rezeptors vergleichsweise dargestellt. Der EC50-Wert von Klon 1 beträgt 5,8 µM 5-HT und von 
Klon 6 beträgt er 6,8 µM 5-HT, die Steigung der beiden Kurven wird durch einen Hill-Koeffizient 
von 1,8 bei Klon 1 und von 1,6 bei Klon 6 beschrieben. Dies lässt auf keinen signifikanten 
Unterschied der beiden Klone schließen. Auch werden ab einer Konzentration von 300 µM 5-
HT die maximalen Stromamplituden wie beim 5-HT3A- und 5-HT3A+E-Rezeptor gehemmt. 
Daraufhin wurden in Abbildung 30 b) die Daten von Klon 6 mit schon bekannten Daten des 
5HT3A-Rezeptors verglichen. Auch hier war kein signifikanter Unterschied festzustellen. Der 
EC50-Wert liegt beim 5-HT3A-Rezeptor bei 7,3 µM und die Steigung wird beschrieben durch 
einen Hillslope von 1,5. 
 
a) b) 




5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1   (EC50= 5,8 µM, hillslope= 1,8)
5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 6   (EC50= 6,8 µM, hillslope= 1,6)
































5-HT3A-Rezeptor                   (EC50= 7,3 µM; hillslope= 1,5)
5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 6   (EC50= 6,8 µM; hillslope= 1,6)



























Abbildung 30: a) Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+B-Rezeptors. Vergleich zweier 
Klone aus verschiedenen monoklonalen Zelllinien (Klon 1 und Klon 6), b) Vergleich der 
Konzentrations-Wirkungskurve von Klon 6 des 5-HT3A+B-Rezeptors mit dem 5-HT3A-Rezeptors, 
n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
4.3.2 Aktivierungs- und Desensibilisierungszeitkonstanten 
Die Aktivierungs- und Desensibilisierungszeitkonstanten der 5-HT-Stromspuren im „excised-
patch“ wurden aus allen Kontroll- (30 µM 5-HT) experimenten am 5-HT3A+B-Rezeptor (Klon 1 
und 6) dieser Arbeit gemittelt. Dabei betrug die Aktivierungszeitkonstante gemittelt aus 18 
Experimenten 13,3 ms ± 10,9 ms, der Median lag bei 9,5 ms (Abbildung 31 a). Beim Vergleich 
der Aktivierungszeitkonstante des 5-HT3A+B-Rezeptors mit der des 5-HT3A-Rezeptors [7,84 ms ± 
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4,7 ms (LINDEN 2006)] und des 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 (8,7 ms ± 13,8 ms) ist ein 
Unterschied von ungefähr 5,0 ms ± 0,4 ms zu beiden Rezeptor-Subtypen festzustellen. Der 
Unterschied ist nicht signifikant (p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test). Die Desensibilisierungszeit-
konstante, welche auch aus 18 Experimenten gemittelt wurde, betrug 143,4 ms ± 91,9 ms, der 
Median lag bei 118,6 ms. Beim Vergleich der Desensibilisierungszeitkonstanten des 5-HT3A+B-
Rezeptors mit den beiden genannten Rezeptor-Subtypen [5-HT3A-Rezeptor: 111,5 ms ± 100 ms 
(LINDEN 2006), 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3: 86,2 ms ± 77,7 ms] ist festzustellen, dass die τdes 
vom 5-HT3A+B-Rezeptors um 57,2 ms im Mittelwert langsamer als die des 5-HT3A+E-Rezeptors 
und um 31,9 ms im Mittelwert langsamer als die des 5-HT3A-Rezeptors ist. Der Unterschied 
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Abbildung 31: a) Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5-HT) experimente (n = 18) 
am 5-HT3A+B-Rezeptor (Klon 1 und 6 gemittelt) b) Desensibilisierungszeitkonstanten aller 
Kontrollexperimente (n = 18) am 5-HT3A+B-Rezeptor (Klon 1 und 6 gemittelt). 
Wenn man den Einfluss der verschiedenen 5-HT-Konzentrationen auf die τakt und die τdes am 5-
HT3A+B-Rezeptor gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am „excised-patch“ dargestellt 
betrachtet, fällt auf, dass im Konzentrationsbereich von 3 µM – 30 µM 5-HT die 
Geschwindigkeit der Aktivierungszeitkonstante stark zunahm (Abschnitt 9.2, Tabelle 10). Bei 
3 µM betrug die τakt 96,8 ms, bei 30 µM war die τakt schon 13,3 ms schnell. Bei höheren 5-HT-
Konzentrationen veränderte sich die Aktivierungszeitkonstante genau wie bei dem heteromeren 
5-HT3A+E-Rezeptor (Abschnitt 4.1.2) nicht mehr stark. Es war noch eine geringgradige 
Geschwindigkeitszunahme bis zu einer Konzentration von 3 mM (4,4 ms) erkennbar. Bei der 
Desensibilisierungszeitkonstante zeigte sich ein sehr langsames Verhalten bei Konzentrationen 
bis zu 100 µM 5-HT mit einer Geschwindigkeit von 145,3 ms. Bei höheren Konzentrationen bis 
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zu 3 mM (52,5 ms) war allerdings ein deutlicher Geschwindigkeitsanstieg zu verzeichnen 
(Abschnitt 9.2, Tabelle 10).  
4.3.3 Strom-Spannungsbeziehungen 
Bei den Strom-Spannungsexperimenten wurde wie beim 5-HT3A+E-Rezeptor (Abschnitt 4.1.3, 
Strom-Spannungsbeziehungen) 30 µM 5-HT bei unterschiedlichen Strom-Spannungen auf den 
„excised-patch“ des 5-HT3A+B-Rezeptor-Subtypen appliziert. Die Strom-Spannung wurde in 
25 mV Schritten von -100 mV bis +100 mV verändert. Bei negativer Spannung kam es zu 
einem Einwärtsstrom und bei positiver Spannung zu einem Auswärtstrom, wobei bei negativer 
Strom-Spannung die Maximalstromamplitude bei derselben Stromstärke größer war als bei 
positiver Strom-Spannung (Abbildung 32). Auch hier floss bei 0 mV kein erkennbarer Strom. 
 








Abbildung 32: Originalstromspuren eines „excised-patch“ am 5-HT3A+B-Rezeptors, Klon 6 bei 
verschiedenen Haltespannungen. 
In den Abbildungen 33 a) und b) werden die prozentuellen Veränderungen des Stroms durch 
die Veränderung der angelegten Spannung dargestellt. Als Referenz wurde der Wert der 
maximalen Stromamplitude bei einer Haltespannung von -100 mV (-100 %) gewählt. Bei Klon 1 
und Klon 6 des 5-HT3A+B-Rezeptors erhielt man eine einwärtsrektifizierende Strom-
Spannungskurve ohne signifikanten Unterschied zueinander (Abbildung 33 a). Auch beim 
Vergleich der Strom-Spannungskurve von Klon 6 des 5-HT3A+B-Rezeptors mit dem 5-HT3A-
Rezeptors war eine fast vollständige Überlagerung der beiden einwärtsrektifizierenden Kurven 
und somit kein signifikanter Unterschied dieser feststellbar (Abbildung 33 b).  
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Abbildung 33: Strom-Spannungs-Experimente. a) Vergleich zweier Klone (Klon 1 und 6) aus 
verschiedenen monoklonalen Zelllinien des 5-HT3A+B-Rezeptors b) Vergleich von Klon 6 des 5-
HT3A+B-Rezeptors mit dem 5-HT3A-Rezeptor. n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
Um Unterschiede in der Leitfähigkeit des 5-HT3A+B-Rezeptors herauszufinden, wurde versucht, 
mit den beiden genannten Klonen Einzelkanalmessungen durchzuführen. Bei einer 
Versuchsanzahl von 14 war es nicht möglich erfolgreich Einzelkanäle zu messen.  
4.4 Grundcharakterisierung in der Ganzzell-Konfiguration 
4.4.1 5-HT3A-Rezeptor 




Zur genaueren Charakterisierung des humanen 5-HT3A-Rezeptors im Ganzzell-Modus, und um 
die 5-HT3A+E- und 5-HT3A+B-Rezeptor-Subtypen mit diesem unter gleichen experimentellen 
Vorraussetzungen vergleichen zu können, wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve erstellt. 
Dabei wurden wie bei den „excised-patch“-Messungen bei einem konstanten Haltepotential von 
-100 mV verschiedene 5-HT Konzentrationen auf den  appliziert. Die Applikationszeit betrug 1,2 
s. Die maximalen Stromamplituden wurden bestimmt und auf die jeweilige Kontrollstromspur 
(30 µM 5-HT) normiert. Die Daten bis einschließlich der Konzentration von 100 µM sind mittels 
der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet worden. 
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Der EC50-Wert der Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A-Rezeptors liegt bei 1,1 µM 5-HT 
und die Steigung wird durch einen Hill-Koeffizient von 1,7 beschrieben. Im Vergleich mit schon 
bekannten Daten des 5HT3A-Rezeptors im „excised-patch“-Modus (EC50: 7,3 µM 5-HT) ist eine 
deutliche Verschiebung des EC50-Wertes festzustellen. Demnach wirkt der Agonist Serotonin in 
der Ganzzell-Konfiguration mit einer 6,6 fach höheren Potenz. Bei Betrachtung der Steigung 
der Konzentrations-Wirkungskurve in der Ganzzell-Konfiguration (Hill-Koeffizient: 1,7) und in 
der „excised-patch“-Konfiguration (Hill-Koeffizient: 1,5) lässt sich kein signifikanter Unterschied 
feststellen. 
Auffällig ist, dass es bei den Ganzzell-Messungen bei hohen 5-HT-Konzentrationen (300 µM) 
nicht, wie dies bei den „excised-patch“-Messungen der Fall war, zu einer Hemmung der 
maximalen Stromamplitude kam.  
 
                           




n = 3 - 13
























Abbildung 34: Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A-Rezeptors. 
Aktivierungszeitkonstante 
 
Bei den Ganzzell-Messungen war es durch die sehr langsame Desensibilisierung nicht möglich, 
deren Zeitkonstante zu bestimmen. Demnach wurden nur die Aktivierungszeitkonstanten der 5-
HT-Stromspuren im Ganzzell-Patch aus allen Kontroll- (30 µM 5-HT) experimenten am 5-HT3A-
Rezeptor dieser Arbeit gemittelt. 
Die Aktivierungszeitkonstante von 30 µM 5-HT am 5-HT3A-Rezeptor in der Ganzzell-
Konfiguration gemittelt aus 13 Experimenten betrug 45,0 ms ± 41,0 ms, der Median lag bei 
30,6 ms (Abbildung 35). Wenn man diese τakt mit der am „excised-patch“ [7,84 ms ± 4,7 ms, 
Median: 6,4 ms (LINDEN 2006)] vergleicht, ist ein signifikanter Unterschied feststellbar 
(p ≤ 0,05, gepaarter t-Test). Im Ganzzell-Modus dauert die Aktivierung des Rezeptors bei 
30 µM 5-HT im Mittelwert um 37,2 ms, also um das 5,7 fache länger. 
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Abbildung 35: Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5-HT) experimente (n = 13) am 
5-HT3A-Rezeptor. 
Wenn man das Verhalten verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die 
Aktivierungszeitkonstante am 5-HT3A-Rezeptor gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit 
am Ganzzell-Patch betrachtet, fällt auf, dass die Aktivierungszeitkonstante von einer 0,3 µM 5-
HT-Konzentration (255,0 ms) zu einer 300 µM (33,9 ms) 5-HT-Konzentration kontinuierlich 
zunahm (Abschnitt 9.2, Tabelle 11). 
Strom-Spannungsbeziehungen 
 
Bei den Strom-Spannungs-Experimenten im Ganzzell-Modus wurde wie bei den Strom-
Spannungs-Experimenten im „excised-patch“-Modus vorgegangen. Um Messartefakte 
auszuschließen musste darauf geachtet werden, dass nur Zellen untersucht werden, die nicht 
im Verbund mit anderen Zellen lagen. Im Abstand von 60 s wurde 30 µM 5-HT auf den 5-HT3A-
Rezeptor appliziert. Die Haltespannung wurde dabei in 25 mV Schritten von -100 mV bis 
+75 mV verändert. Bei einer Haltespannung von +100 mV konnten keine erfolgreichen 
Experimente durchgeführt werden. Wie bei den „excised-patch“-Messungen kam es bei 
negativer Spannung zu einem Einwärtsstrom und bei positiver Spannung zu einem 
Auswärtstrom. Bei negativer Spannung war im Vergleich zur positiven Spannung die 
Maximalstromamplitude bei derselben Stromstärke größer. Bei 0 mV floss kein erkennbarer 
Strom (Abbildung 36 a). 
In der Abbildung 36 b) wird die prozentuale Veränderung des Stroms durch die Veränderung 
des Haltepotentials dargestellt. Als Referenzstrom wurde der Wert der maximalen 
Stromamplitude bei einem Haltepotential von -100 mV gewählt. Wie deutlich zu erkennen ist, 
erhielt man auch beim 5-HT3A-Rezeptor in der Ganzzell-Konfiguration eine 
einwärtsrektifizierende Strom-Spannungskurve. Allerdings stellt man im Vergleich zu der 
Strom-Spannungskurve des 5-HT3A-Rezeptors in der „excised-patch“-Konfiguration eine 
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Abbildung 36: a) Originalstromspuren am 5-HT3A-Rezeptor bei verschiedenen 
Haltespannungen, b) Strom-Spannungs-Kurve am 5-HT3A-Rezeptor.  
4.4.2 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 
Im Folgenden wurde der stabil transfizierte 5-HTA+E-Rezeptor, Klon 3 in der Ganzzell-
Konfiguration näher charakterisiert. Die Experimente wurden 6 bis 9 Tage nach Passage und 
Bebrütung der HEK293-Zellen im Brutschrank durchgeführt, und die Erfolgsrate lag bei einer n-
Zahl von 30 bei 58,4 % ± 0,22 %. 
Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve 
 
Zur Charakterisierung des humanen 5-HT3A+E-Rezeptors in der Ganzzell-Konfiguration wurde 
auch eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung erstellt. Dabei wurden bei einem konstanten 
Haltepotential von -100 mV verschiedenen 5-HT-Konzentrationen (0,3 µM – 3 mM) auf den 
Ganzzell-Patch appliziert. Die Applikationszeit betrug 1,2 s und zwischen den verschiedenen 
Applikationen wurde 60 s mit ECS gespült. Als Referenzkonzentration diente auch bei diesen 
Experimenten eine Konzentration von 30 µM 5-HT. Bei den Ganzzell-Experimenten wurde 
allerdings schon mit 10 µM 5-HT eine maximale Stromantwort erreicht. 
In Abbildung 37 sind Originalstromspuren einer Ganzzell-Messung bei verschiedenen 5-HT-
Konzentrationen dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei einer Konzentration von 1 µM 
schon ca. 50 % der maximalen Stromantwort erreicht wurde. Zusätzlich wird in der Abbildung 
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die deutlich verlangsamte Desensibilisierung bei der Ganzzell-Messung veranschaulicht. Die 
maximale Stromantwort bei den verschiedenen Konzentrationen wurde bestimmt und gegen 
die Referenzkonzentration normiert. Bis einschließlich der Konzentration von 30 µM sind die 
Daten mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet worden (Abbildung 38). Wie auch in der 
Originalstromspur (Abbildung 37) zu erkennen ist, liegt der EC50-Wert des 5-HT3A+E-Rezeptors 
bei 0,9 µM, entspricht demnach also annährend dem EC50-Wert des 5-HT3A-Rezeptors 
(1,1 µM 5-HT). Die Steigung der Konzentrations-Wirkungskurve vom 5-HT3A+E-Rezeptor wird 
durch einen Hill-Koeffizient von 1,8 beschrieben. Auch beim Vergleich mit der Steigung der 
Kurve des 5-HT3A-Rezeptors (Hill-Koeffizient: 1,7) ist kein signifikanter Unterschied 
festzustellen. In der „excised-patch“-Konfiguration war die Steigung der Konzentrations-
Wirkungskurve des homomeren 5-HT3A-Rezeptors steiler als die des heteromeren 5-HT3A+E-
Rezeptors (Abschnitt 4.1.1). Des Weiteren war auffällig, dass wie beim 5-HT3A-Rezeptor in der 
Ganzzell-Konfiguration die hohen 5-HT-Konzentrationen (300 µM; 1 mM und 3 mM) nicht zu 
einer Hemmung der maximalen Stromamplitude geführt haben. 
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Abbildung 37: a) Originalstromspuren am stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 bei 
verschiedenen 5-HT Konzentrationen (0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM und 3 µM 5-HT), b) 
Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 im Vergleich mit der 
Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A-Rezeptors, n.s.= p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
Aktivierungszeitkonstante 
 
Auch hier wurden die Aktivierungszeitkonstanten der 30 µM-5-HT-Stromspuren im Ganzzell-
Patch aus allen Kontroll- (30 µM 5-HT) experimenten am stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor 
dieser Arbeit gemittelt. 
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Abbildung 38: Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5-HT) experimente (n = 15) am 
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. 
Die Aktivierungszeitkonstante aller 30 µM 5-HT-Stromspuren am 5-HT3A+E-Rezeptor gemittelt 
aus 15 Experimenten betrug 33,5 ms ± 39,1 ms, der Median lag bei 17,0 ms (Abbildung 38). Im 
Vergleich zu der τakt des 5-HT3A+E-Rezeptors in der „excised-patch“-Konfiguration (8,7 ms ± 
13,8 ms) dauert die Aktivierung des Rezeptorkanals im Ganzzell-Modus bei 30 µM 5-HT im 
Mittelwert um 24,8 ms, also um das 3,8 fache länger. Im Vergleich zur 
Aktivierungszeitkonstante des homomeren 5-HT3A-Rezeptors in der Ganzzell-Konfiguration 
(45,0 ms ± 41,0 ms) lässt sich kein signifikanter Unterschied feststellen, diese ist um 12,0 ms 
langsamer (p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test). 
In Tabelle 12 (Abschnitt 9.2) ist der Einfluss der verschiedenen 5-HT-Konzentrationen auf die 
Aktivierungszeitkonstante am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 gemittelt aus allen Experimenten 
dieser Arbeit am Ganzzell-Patch dargestellt. Die Aktivierungszeitkonstante blieb bei 5-HT-
Konzentrationen von 0,1 µM bis 1 µM konstant bei einer Geschwindigkeit von ungefähr 500 ms. 
Eine starke Beschleunigung auf 105,4 ms fand bei 3 µM 5-HT statt, bei 100 µM 5-HT kam es 
nochmals zu einer deutlichen Geschwindigkeitszunahme mit einer τakt von 17,5 ms. Ab dieser 
Konzentration verändert sich die Aktivierungsgeschwindigkeit nicht mehr deutlich. 
Strom-Spannungsbeziehungen 
 
Bei den Strom-Spannungs-Experimenten im Ganzzell-Modus wurden nur Zellen untersucht, die 
vereinzelt und nicht im Verbund mit anderen Zellen lagen. Im Abstand von 60 s wurde 30 µM 5-
HT auf den 5-HT3A+E-Rezeptor appliziert. Die Haltespannung wurde dabei in 25 mV Schritten 
von -100 mV bis +75 mV verändert. Bei negativer und bei positiver Spannung waren die 
Maximalstromamplituden der 30 µM-5-HT-Stromspuren bei derselben Stromstärke gleich groß. 
Bei 0 mV floss kein erkennbarer Strom (Abbildung 39 a). 
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In den Abbildungen 39 b) wird die prozentuale Veränderung des Stroms durch die Veränderung 
des Haltepotentials dargestellt. Als Referenz wurde der Wert der maximalen Stromamplitude 
bei einem Haltepotential von -100 mV (-100 %) gewählt. Es ist deutlich zu erkennen, dass beim 
5-HT3A+E-Rezeptor in der Ganzzell-Konfiguration eine nahezu lineare Strom-
Spannungsbeziehung vorliegt. Beim Vergleich zur einwärtsrektifizierenden Strom-
Spannungskurve desselben Rezeptor-Subtypen in der „excised-patch“-Konfiguration ist ein 
signifikanter Unterschied auszumachen (p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). Auch wenn man die 
Strom-Spannungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors mit der des 5-HT3A-Rezeptors in der Ganzzell-
Konfiguration vergleicht [Abbildung 39 b)], ist ein signifikanter Unterschied zwischen den 












































Abbildung 39: a) Originalstromspuren am 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 bei verschiedenen 
Haltespannungen b) Vergleich der Strom-Spannungs-Kurve des 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 mit 
der des 5-HT3A-Rezeptors;* = p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test. 
4.4.3 5-HT3A+E-Rezeptor, transient transfiziert 
Im Folgenden wurde der transient transfizierte 5-HTA+E-Rezeptor in der Ganzzell-Konfiguration 
näher charakterisiert. Eine Grundcharakterisierung in der „excised-patch“-Konfiguration erfolgte 
bei diesem Rezeptor nicht, da es mit der hier angewandten experimentellen Methode fast nicht 
möglich war, sichtbare Ströme zu erhalten. Die Experimente wurden 1 bis 3 Tage nach der 
transienten Transfektion durchgeführt, wobei die Erfolgsrate allerdings mit 16,26 % ± 0,01 % 
(n = 184) sehr gering war. Auffällig waren auch die zum Teil sehr kleinen maximalen 
Stromamplituden. Beim transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors betrug die maximale 
Stromamplitude bei 30 µM 5-HT -1284,7 pA ± -1600,9 pA (n = 11), beim stabil transfizierten 5-
HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 dagegen -4317,9 pA ± 2583,4 pA (n = 13). Im Vergleich war demnach 
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die Stromamplitude des transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors um 3033,3 pA kleiner, der 
Unterschied ist signifikant (p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). 
Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve 
 
Auch bei den Messungen am transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor wurden bei einem 
konstanten Haltepotential von -100 mV verschiedene 5-HT-Konzentrationen (0,3 µM – 3 mM) 
auf den Ganzzell-Patch appliziert. In Abbildung 39 a) sind Originalstromspuren von 
verschiedenen 5-HT-Konzentrationen am genannten Rezeptor dargestellt. Auch hier ist deutlich 
zu erkennen, dass bei einer Konzentration von 1 µM eine fast 50 %ige Stromantwort und bei 
einer Konzentration von 6 µM eine fast maximale Stromantwort erreicht wurde.  
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Abbildung 39: a) Originalstromspuren des transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors (1:3) von 
verschiedenen 5-HT Konzentrationen (1 µM, 3 µM, 6 µM und 10 µM 5-HT), b) Konzentrations-
Wirkungskurve des transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors (1:3) im Vergleich mit der 
Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A-Rezeptors, n.s. = p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
Die maximale Stromantwort bei den verschiedenen Konzentrationen wurde im Folgenden 
bestimmt und gegen die Referenzkonzentration normiert. Auch die Daten dieser Kurve wurden 
einschließlich der Konzentration von 30 µM mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet. Wie 
aus Abbildung 39 b) zu entnehmen ist, liegt der EC50-Wert des transient transfizierten 5-HT3A+E-
Rezeptors bei 1,3 µM 5-HT. Im Vergleich zum EC50-Wert des 5-HT3A-Rezeptors (1,1 µM 5-HT)) 
und des 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 (0,9 µM 5-HT) sind keine signifikanten Unterschiede 
feststellbar. Auch die Steigung der Konzentrations-Wirkungskurve des transient transfizierten 5-
HT3A+E-Rezeptors (Hill-Koeffizient: 1,7) im Vergleich mit dem homomeren 5-HT3A-Rezeptor 
deutet auf keinen signifikanten Unterschied hin. Beim Vergleich mit dem stabil transfizierten 5-
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HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 ist auch beim Hill-Koeffizient kein Unterschied der beiden 
Transfektionsformen festzustellen. Ab einer Konzentration von 10 µM war die maximale 
Stromgröße erreicht. Bei hohen 5-HT-Konzentrationen ab 100 µM kam es wie beim 5-HT3A-




Hier wurden die Aktivierungszeitkonstanten der 30 µM 5-HT-Stromspuren im Ganzzell-Patch 
aus allen Experimenten am transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor (1:3) dieser Arbeit 
gemittelt. 
                                


















Abbildung 40: Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5–HT) experimente (n = 17) am 
transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor (1:3). 
Die Aktivierungszeitkonstante aller 30 µM 5-HT-Stromspuren am transient transfizierten 5-
HT3A+E-Rezeptor gemittelt aus 17 Experimenten betrug 84,2 ms ± 51,0 ms, der Median lag bei 
68,9 ms (Abbildung 40). Im Vergleich zur Aktivierungszeitkonstante des homomeren 5-HT3A-
Rezeptors (45,0 ms ± 41,0 ms) wurde ein Unterschied von 39,2 ms deutlich, die τakt des 
transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor war demnach um 1,9 fach langsamer. Auch im 
Vergleich zum stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor zeigte sich eine 2,5 fach, also um 50,8 ms 
langsamere τakt. Diese Unterschiede waren signifikant (p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). 
Im Tabelle 13 (Abschnitt 9.2) wird der Einfluss der verschiedenen 5-HT-Konzentrationen auf die 
Aktivierungszeitkonstante am transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor (1:3) gemittelt aus allen 
Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch dargestellt. Auch bei unterschiedlichen 5-HT-
Konzentrationen ist im Vergleich zum 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 eine langsamere 
Aktivierungszeitkonstante des transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors zu erkennen. 
Beginnend bei einer Konzentration von 1 µM 5-HT (658,0 ms) fand bis zu einer Konzentration 
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von 100 µM 5-HT (72,0 ms) eine kontinuierliche Beschleunigung der τakt statt. Ab einer 
Konzentration von 300 µM 5-HT (30,2 ms) bis zu 3 mM 5-HT (49,9 ms) blieb die 
Aktivierungsgeschwindigkeit relativ konstant. 
Strom-Spannungsbeziehungen 
 
Bei den Strom-Spannungs-Experimenten im Ganzzell-Modus am transient transfizierten 5-
HT3A+E-Rezeptor (1:3) wurde versucht, nur mit vereinzelt liegende Zellen Experimente 
durchzuführen. Dies war allerdings durch die hohe Konfluenz der Zellen im Zellschälchen nach 
der Transfektion sehr schwierig. Bei einem einzigen Experiment ist es gelungen, eine komplette 
Strom-Spannungskurve an einer vereinzelt liegenden Zelle zu messen. Gleichzeitig wurde 
während der laufenden Experimente versucht, aus den bestehenden Ganzzell-Patches ein 
Membranstück der Zellwand zu „excisen“. Glücklicherweise ist es von fünf Versuchen einmal 
gelungen, aus einem bestehenden Ganzzell-Patch einen „excised-patch“ mit messbaren 
Stromspuren zu erhalten. Dieser „excised-patch“ entstand aus dem oben beschriebenen 
Ganzzell-Patch, an dem erfolgreich das Strom-Spannungsexperiment durchgeführt wurde. Nun 
war es möglich, an demselben Patch in zwei verschiedenen Konfigurationen die Strom-
Spannungsbeziehungen des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors zu untersuchen. Solch ein 
Versuch wurde bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Die Messergebnisse werden im 
Folgenden näher erläutert. 
 
Im Abstand von 60 s wurde, wie bei den schon beschriebenen Strom-Spannungsprotokollen 
30 µM 5-HT auf den 5-HT3A+E-Rezeptor appliziert. Die Haltespannung wurde dabei in 25 mV 
Schritten von -100 mV bis +100 mV verändert. 
Wie In Abbildung 41 a) und b) zu erkennen ist, zeigt auch der transient transfizierten 5-HT3A+E-
Rezeptor (1:3) in der Ganzzell-Konfiguration eine nahezu lineare Strom-Spannungsbeziehung. 
Dies entspricht dem Messergebnis am stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor in der Ganzzell- 
aber nicht in der „excised-patch“-Konfiguration, wobei einwärtsrektifizierende Strom-
Spannungsbeziehungen festgestellt wurden. In Abbildung 41 b) sind die Strom-
Spannungsbeziehungen der beiden unterschiedlichen Konfigurationen an demselben Patch 
dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, dass der transient transfizierte 5-HT3A+E-Rezeptor in der 
Ganzzell-Konfiguration ein lineares Strom-Spannungsverhältnis zeigt und nach dem „excisen“ 
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Abbildung 41: a) Originalstromspuren des transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors (1:3) bei 
verschiedenen Haltespannungen b) Strom-Spannungs-Kurve in der Ganzzell-Konfiguration und 
in der „excised-patch“-Konfiguration an demselben Patch des transient transfizierten 5-HT3A+E-
Rezeptor (1:3). 
4.4.4 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1 und Klon 6 
Im Folgenden wurde der 5-HTA+B-Rezeptor-Subtyp in der Ganzzell-Konfiguration charakterisiert. 
Es wurden jeweils zwei Klone (Klon 1 und 6) aus unterschiedlichen monoklonalen Zelllinien des 
stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor untersucht. Mit dem Klon 1 des Rezeptors wurde sieben 
bis vierzehn Tagen nach Passage und Bebrütung der HEK293-Zellen im Brutschrank 
Experimente durchgeführt, wobei die Erfolgsrate 35,1 % ± 0,3 % (n = 58) betrug. Bei Klon 6 
wurden die Experimente in einem Zeitrahmen von drei bis acht Tagen nach Passage und 
Bebrütung der Zellen durchgeführt und die Erfolgrate lag dabei mit 57,0 % ± 0,2 % deutlich 
höher (n = 55). 
Agonisten- Konzentrations-Wirkungskurve 
 
Auch vom 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1 und 6 wurden in der Ganzzell-Konfiguration 
Konzentrations-Wirkungskurven erstellt. Bei einem konstanten Haltepotential von -100 mV 
wurden verschiedenen 5-HT Konzentrationen (Klon 1: 0,1 µM - 300 µM 5-HT; Klon 6: 0,3 µM -
 3 mM 5-HT) auf den Ganzzell-Patch appliziert. 30 µM 5-HT diente als Referenzkonzentration. 
Wie in Abbildung 42 zu erkennen ist, war bei einer 5-HT-Konzentration von 1 µM schon ca. 
50 % der maximalen, bei einer Konzentration von 10 µM 5-HT die maximale Stromantwort 
erreicht. 30 µM; 100 µM und 300 µM führten zu keiner Veränderung der Stromamplitude mehr. 
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Abbildung 42: Originalstromspuren eines Ganzzell-Patch am stabil transfizierten 5-HT3A+B-
Rezeptor, Klon 6 bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen (30 µM; 100 µM und 300 µM 5-HT). 
a) b) 




5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1   (EC50= 1,3 µM, hillslope= 1,3)
5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 6   (EC50= 1,3 µM, hillslope= 1,7)
n = 3 - 8
n.s.



























5-HT3A-Rezeptor                   (EC50= 1,1 µM; hillslope= 1,7)
5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 6   (EC50= 1,3 µM, hillslope= 1,7)
n = 3 - 13
n.s.























Abbildung 43: a) Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+B-Rezeptors. Vergleich zweier 
Klone aus verschiedenen monoklonalen Zelllinien (Klon 1 und 6). b) Vergleich der 
Konzentrations-Wirkungskurve von Klon 6 des 5-HT3A+E-Rezeptors mit der des 5-HT3A-
Rezeptors; n.s. p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test. 
Des Weiteren wurde je eine Konzentrations-Wirkungskurve von Klon 1 und Klon 6 des stabil 
transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors erstellt. Die Daten wurden bis einschließlich der 
Konzentration von 30 µM mittels der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet. In der Abbildung 43 a) 
sind die Konzentrations-Wirkungskurven der beiden Klone (Klon 1 und 6) des 5-HT3A+B-
Rezeptors vergleichsweise dargestellt. Der EC50-Wert von Klon 1 liegt wie der von Klon 6 bei 
1,3 µM 5-HT. Die Konzentrations-Wirkungskurve von Klon 6 ist mit einem Hill-Koeffizient von 
1,7 geringgradig steiler als die von Klon 1 mit einem Hill-Koeffizient von 1,3. Auch wurden die 
Daten von Klon 6 mit den Daten des homomeren 5-HT3A-Rezeptors verglichen. Die Steigung 
der sigmoidalen Kurve des 5-HT3A-Rezeptors entspricht mit einem Hill-Koeffizient von 1,7 der 
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von Klon 6 des heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptors. Auch der EC50-Wert des 5-HT3A-Rezeptors 
(1,1 µM 5-HT) ist nicht signifikant unterschiedlich zu dem EC50-Wert der beiden Klone des 5-
HT3A+B-Rezeptors. Ab einer Konzentration von 30 µM 5-HT kommt es, wie bei den anderen 
zuvor untersuchten Rezeptor-Subtypen in der Ganzzell-Konfiguration nicht zu einer Hemmung 
der maximalen Stromamplitude. 
Aktivierungszeitkonstante 
 
Hier wurden die Aktivierungszeitkonstanten der 30 µM 5-HT-Stromspuren im Ganzzell-Patch 
aus allen Experimenten am stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1 und 6 dieser Arbeit 
gemittelt. 
                              









Klon 1 und 6










Abbildung 44: Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5-HT) experimente (n = 18) am 
stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1 und 6 gemittelt. 
Die Aktivierungszeitkonstante aller 30 µM 5-HT Stromspuren von Klon 1 und 6 des stabil 
transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors gemittelt aus 18 Experimenten betrug 30,5 ms ± 13,9 ms, der 
Median lag bei 27,2 ms (Abbildung 44). Im Vergleich zur τakt desselben Rezeptors in der 
„excised-patch“-Konfiguration (13,3 ms ± 10,9 ms) ist ein signifikanter Unterschied feststellbar 
(p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). Die Aktivierung des Rezeptorkanals im Ganzzell-Modus dauert 
bei einer 5-HT-Konzentration von 30 µM 2,3 fach (17,2 ms) länger. Beim Vergleich der 
Aktivierungszeit-konstante des 5-HT3A+B-Rezeptors mit der des 5-HT3A-Rezeptors in der 
Ganzzell-Konfiguration (45,0 ± 41,0 ms) zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p ≥ 0,05, 
ungepaarter t-Test).  
In Tabelle 14 (Abschnitt 9.2) wird der Einfluss der verschiedenen 5-HT-Konzentrationen auf die 
Aktivierungszeitkonstante am stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1 und 6 gemittelt aus 
allen Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch dargestellt. Analog zum homomeren 5-
HT3A-Rezeptor in der Ganzzell-Konfiguration ist auch hier eine kontinuierliche Beschleunigung 
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von den niedrigen zu den hohen 5-HT-Konzentratonen festzustellen. Dabei kommt es zu einer 
Geschwindigkeitszunahme der Aktivierungszeitkonstante von 427,4 ms bei einer Konzentration 
von 0,3 µM 5-HT über 70,2 ms bei 10 µM 5-HT bis zu 24,6 ms bei 1 mM 5-HT. 
Strom-Spannungsbeziehungen 
 
Auch hier wurde bei den Strom-Spannungs-Experimenten im Ganzzell-Modus nur Zellen 
untersucht, die vereinzelt und nicht im Verbund mit anderen Zellen lagen. Die folgenden Strom-
Spannungsexperimente wurden an Klon 6 des 5-HT3A+B-Rezeptors durchgeführt. Im Abstand 
von 60 s wurde 30 µM 5-HT auf den Ganzzell-Patch appliziert und die Haltespannung dabei in 
25 mV Schritten von -100 mV bis +100 mV verändert. Bei negativer und positiver Spannung 
waren die Maximalstromamplituden bei derselben Stromstärke annährend gleich groß. Bei 
0 mV floss kein erkennbarer Strom (Abbildung 45 a). In Abbildung 45 b) wird die prozentuelle 
Veränderung des Stroms durch die Veränderung der angelegten Spannung dargestellt. Als 
Referenzstromspur wurde dabei der Wert der maximalen Stromamplitude bei einer 
Haltespannung von -100 mV (-100 %) gewählt. Es ist deutlich zu erkennen, dass Klon 6 des 5-
HT3A+B-Rezeptors in der Ganzzell-Konfiguration eine nahezu lineare Strom-Spannungskurve 
aufweist. Der Unterschied zu der einwärtsrektifizierenden Strom-Spannungskurve in der 
„excised-patch“-Konfiguration ist signifikant (p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). Auch beim Vergleich 
mit dem 5-HT3A-Rezeptor in der Ganzzell-Konfiguration [Abbildung 45 b) lässt sich ein 
signifikanter Unterschied zwischen den linearen Strom-Spannungsbeziehungen des 
heteromeren und den einwärtsrektifizierenden Strom-Spannungsbeziehungen des homomeren 








































Abbildung 45: a) Originalstromspuren des 5-HT3A+B-Rezeptors, Klon 6 bei verschiedenen Halte-
spannungen b) Vergleich der Strom-Spannungs-Kurve des 5-HT3A+B-Rezeptors, Klon 6 mit der 
des 5-HT3A-Rezeptors;* = p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test. 
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4.4.5 5-HT3A+B-Rezeptor, transient transfiziert 
Im Folgenden wurde der transient transfizierte 5-HT3A+B-Rezeptor (1:3) näher untersucht. Eine 
Grundcharakterisierung in der „excised-patch“-Konfiguration erfolgte wie beim transient 
transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor nicht, da es auch hier bei einer n-Zahl von 51 mit der 
angewandten experimentellen Methode nicht möglich war, sichtbare Ströme zu erhalten. Die 
Messungen des Rezeptor-Subtypen erfolgten am zweiten und dritten Tag post transfectionem 
und die Erfolgsrate lag bei 13,3 % ± 0,04 % (n = 224). Auffällig waren genau wie beim transient 
transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor die zum Teil sehr kleinen maximalen Stromamplituden. Diese 
hatten bei 30 µM 5-HT eine Größe von -613,9 pA ± -349,4 pA (n = 8) und bei 300 µM eine 
Größe von -1316,2 pA ± 1122,4 pA (n = 4). Bei dem stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor 
(Klon1 und 6 gemittelt) waren die maximalen Stromamplituden dagegen bei einer 
Konzentration von 30 µM 5-HT -3605,9 pA ± 2393,5 pA (n = 21) und bei 300 µM 5-HT -
3018,4 pA ± 2098,0 pA (n = 5) groß. Der 30 µM 5-HT-Strom des transient und stabil 
transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor im Vergleich zeigt einen signifikanten Unterschied 
(p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). Die maximale Stromamplitude war in der transienten 
Transfektion um 2992,0 pA kleiner als in der stabilen Transfektion. Bei einer Konzentration von 




Auch bei den Messungen am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor wurden bei einem 
konstanten Haltepotential von -100 mV verschiedenen 5-HT Konzentrationen (0,3 µM – 1 mM) 
auf den Ganzzell-Patch appliziert. Es zeigte sich, dass hier die maximale Stromamplitude erst 
bei einer 5-HT-Konzentration von 300 µM erreicht wurde, und nicht wie es bei den zuvor 
untersuchten Rezeptor-Subtypen der Fall war bei 30 µM 5-HT.  
Um eine Konzentrations-Wirkungskurve zu erstellen, wurden die maximalen Stromantworten 
bei verschiedenen 5-HT-Konzentrationen bestimmt und gegen die Referenzkonzentration 
normiert. Die Daten dieser Kurve wurden einschließlich der Konzentration von 300 µM mittels 
der Hill-Gleichung sigmoidal gefittet. In der Abbildung 46 b) ist die Agonisten-Konzentrations-
Wirkungskurve des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors mit der des 5-HT3A-Rezeptors 
vergleichend dargestellt. Auffällig ist der um ungefähr 2,5 µM 5-HT höher liegende EC50-Wert 
des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor (3,7 µM 5-HT) im Vergleich zum stabil 
transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor (1,3 µM 5-HT) sowie zum 5-HT3A-Rezeptor (1,1 µM 5-HT). 
Auch wird die Konzentrations-Wirkungskurve durch eine deutlich flachere Steigung (Hill-
Koeffizient = 1,1) beschrieben, als dies beim stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor (Hill-
Koeffizient = 1,7) und dem 5-HT3A-Rezeptor der Fall ist. Signifikante Unterschiede in den 
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der in Abbildung 46 b) dargestellten Rezeptor-Subtypen 
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sind bei Konzentrationen von 1 µM, 100 µM und 300 µM 5-HT zu erkennen (p ≤ 0,05, 
ungepaarter t-Test). Bei den hohen Konzentrationen von 100 µM und 300 µM 5-HT ist beim 
transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor eine Potenzierung der Stromamplitude festzustellen. 
Bei dem 5-HT3A-Rezeptor sowie bei dem stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor wurde ab einer 
Konzentration von 10 µM 5-HT fast keine Veränderung mehr in der maximalen Stromamplitude 
der Serotonin-Ströme gemessen. 
                       
  30 µM 5-HT Kontrollstromspur











5-HT3A-Rezeptor                                        (EC50= 1,1 µM, hillslope= 1,7)
5-HT3A+B-Rezeptor, transient transfiziert   (EC50= 3,7 µM, hillslope= 1,1)









 = p ≤ 0,05























Abbildung 46: a) Originalstromspuren eines Ganzzell-Patchs am transient transfizierten 5-
HT3A+B-Rezeptor bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen (30 µM; 100 µM und 300 µM 5-HT), 
b) Konzentrations-Wirkungskurve des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors im Vergleich 




Auch hier wurden die Aktivierungszeitkonstanten der 30 µM-5-HT-Stromspuren im Ganzzell-
Patch aus allen Experimenten am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor dieser Arbeit 
gemittelt. 
Die Aktivierungszeitkonstante des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors gemittelt aus 
10 Experimenten betrug 134,3 ms ± 75,9 ms, der Median lag bei 113,3 ms (Abbildung 47). Im 
Vergleich zur Aktivierungszeitkonstante des homomeren 5-HT3A-Rezeptors (45,0 ms ± 41,0 ms) 
wurde ein Unterschied von 89,3 ms deutlich, die τakt des transient transfizierten 5-HT3A+E-
Rezeptors war demnach um das 3,0 fache langsamer. Auch im Vergleich zum stabil 
transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor (30,5 ms ± 13,9 ms) war die τakt 4,4 fach, also 103,86 ms 
langsamer. Diese Unterschiede sind signifikant (p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). 
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Abbildung 47: Aktivierungszeitkonstanten aller Kontroll- (30 µM 5-HT) experimente (n = 10) am 
transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor. 
Wenn man in Tabelle 15 (Abschnitt 9.2) den Einfluss der verschiedenen 5-HT-Konzentrationen 
auf die Aktivierungszeitkonstante am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor (1:3) betrachtet, 
kam es bei Konzentrationen von 0,3 µM bis 3 µM nur zu einer sehr langsamen Beschleunigung 
(896,0 ms bis 735,83 ms). Ab 3 µM fand bis zu einer Konzentration von 10 µM 5-HT 
(185,25 ms) eine starke Beschleunigung statt, die sich bis zu 300 µM (67,53 ms) kontinuierlich 
fortsetzte. Bei Konzentrationen von 1 mM kam es zu keiner stärkeren Beschleunigung mehr, 
die τakt hatte bei 300 µM 5-HT ihr Maximum erreicht. 
Strom-Spannungsbeziehungen 
 
Bei den Strom-Spannungs-Experimenten im Ganzzell-Modus am transient transfizierten 5-
HT3A+B-Rezeptor (1:3) wurde auch versucht, nur vereinzelt liegende Zellen zu untersuchen. 
Dies war durch die hohe Konfluenz der Zellen im Zellschälchen nach der Transfektion nicht 
möglich. Bei einer n-Zahl von n = 3 gelang es Zellen zu untersuchen, die nur durch einen 
Ausläufer mit anderen Zellen verbunden waren. Im Abstand von 60 s wurde, wie bei den schon 
beschriebenen Strom-Spannungsprotokollen, 30 µM 5-HT auf den 5-HT3A+B-Rezeptor appliziert. 
Die Haltespannung wurde dabei in 25 mV Schritten von -100 mV bis +100 mV verändert. Bei 
negativer und bei positiver Spannung waren die Maximalstromamplituden der 30 µM-5-HT-
Stromspuren bei derselben Stromstärke nahezu gleich groß. Bei 0 mV floss kein erkennbarer 
Strom. 
Wie in Abbildung 48 a) und b) zu erkennen ist, zeigt auch der transient transfizierten 5-HT3A+B-
Rezeptor (1:3) eine lineare Strom-Spannungsbeziehung. Beim Vergleich mit der 
einwärtsrektifizierenden Strom-Spannungskurve des 5-HT3A-Rezeptors (Abbildung 48 b) fallen 
signifikante Unterschiede bei Stromstärken von -25 mV und +50 mV auf (p ≤ 0,05, ungepaarter 
t-Test). Die Unterschiede bei den Stromstärken -50 mV, +25 mV und +75 mV sind nicht 
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signifikant (n.s. = ≥ 0,05, ungepaarter t-Test). Beim Vergleich der Strom-Spannungs-
verhältnisse des transient mit dem stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor in der Ganzzell-
Konfiguration ist bei beiden Transfektionsformen eine eindeutige Linearität festzustellen, in der 
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Abbildung 48: a) Originalstromspuren des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors bei ver-
schiedenen Haltespannungen, b) Strom-Spannungs-Kurve des transient transfizierten 5-
HT3A+B-Rezeptors im Vergleich mit der des 5-HT3A-Rezeptors; * = p ≤ 0,05; n.s. = 0 ≥ 0,05, 
ungepaarter t-Test. 
4.5 Einzelkanalmessungen des 5-HT3A+B-Rezeptors 
Im Folgenden wurden Einzelkanalmessungen am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor 
(1:3) durchgeführt. Dazu wurde versucht aus einem bestehenden Ganzzell-Patch, welcher 
30 µM 5-HT-Ströme mit Maximalstromamplituden von über 1000 pA aufwies, einen „excised-
patch“ zu erhalten. Von sieben Experimenten ist dies bei drei Versuchen (42,86 %) gelungen. 
Diese Patche wiesen allerdings sehr kleine Maximalstromamplituden auf, so dass an ihnen 
keine Strom-Spannungsexperimente durchgeführt werden konnten. Dennoch war die Messung 
von Einzelkanälen möglich. Dazu wurde auf den „excised-patch“ 30 µM 5-HT-Pulse in 
Zeitabständen zwischen 5 bis 20 s hintereinander appliziert und die Haltespannung in 50 mV 
Schritten von −100 mV bis +100 mV verändert. Um eine möglichst hohe Auflösung zu erzielen, 
wurde diese am Verstärker um das 100 fache erhöht und der Filter um das 10 fache verstärkt. 
Da die 5-HT-Pulse in die Desensibilisierungsphase des Rezeptors fielen, öffneten sich nur noch 
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wenige Kanäle, die man einzeln messen konnte. In Abbildung 49 sind einzelne Kanalereignisse 













Abbildung 49: Originalstromspuren mehrerer Einzelkanalereignisse am Patch 3 bei einer 
Haltespannung von a) -100 mV und b) -50 mV. Die Amplitudengröße der einzelnen Ereignisse 
ist bei einer Haltespannung von -100 mV ungefähr doppelt so groß wie bei einer 
Haltespannung von -50 mV. 
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Abbildung 50: a) Einzelkanalmessungen am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor. 
Darstellung der Amplitudengröße des Kanals bei unterschiedlicher Haltespannung (n = 2 - 3), 
b) Einzelkanalmessungen am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor. Darstellung der 
Öffnungsdauer des Kanals bei unterschiedlicher Haltespannung (n = 2 - 3). 
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An drei unterschiedlichen „excised-patches“ wurden die Amplitudengrößen der jeweiligen 
Einzelkanalereignisse gemittelt und in Abbildung 50 a) und Tabelle 3 vergleichend dargestellt. 
Am zweiten Patch war es nicht möglich, Haltespannungen von -50 mV, +50 mV und +100 mV 
zu messen. Man stellt fest, dass sich die Amplitudengröße bei -50 mV signifikant um ungefähr 
die Hälfte der Amplitudengröße bei -100 mV verringert hat (p ≤ 0,05, ungepaarter t-Test). Auch 
bei einer Haltespannung von +100 mV beträgt die Amplitudengröße ungefähr das Doppelte der 
Stromamplitude bei einer Haltespannung von +50 mV, der Unterschied ist signifikant (p ≤ 0,05, 
ungepaarter t-Test). Bei einer Spannung von + 50 mV zeigt sich dieselbe maximale 
Stromamplitude wie bei -50 mV, allerdings im positiven pA-Bereich. Dasselbe Phänomen ist bei 
einer Haltespannung von -100 mV und +100 mV festzustellen, allerdings ist dieses Verhalten 
nicht signifikant (p ≥ 0,05, ungepaarter t-Test).  
 
5-HT3A+B-Rezeptor     
transient transfiziert 
       Stromstärke 
   Patch 1 
Amplituden-
größe (pA) 
    Patch 2 
Amplituden-  
größe (pA) 
    Patch 3 
Amplituden-      
größe (pA) 
Patch 1,2,3   
Amplituden-          
größe (pA) 
 
        -100 mV 
     n = 58 
-1,78 ± 0,24 
      n = 34 
-1,81 ± 0,23  
     n = 47 
-1,88 ± 0,22  
    
-1,82 ± 0,05  
 
         -50 mV 
     n = 32 
-1,02 ± 0,22  
 
             _ 
      n = 18 
  -1,02 ± 0,22    
 
-0,98 ± 0,57 
 
        +50 mV 
     n = 5 
+0,97 ± 0,17  
 
             _ 
      n = 7 
+0,99 ± 0,11   
 
+0,98 ± 0,01  
 
       +100 mV 
    n = 9 
+1,64 ± 0,25   
 
             _ 
      n = 3 
+1,9 ± 0,25 
 
+1,77 ± 0,18  
Tabelle 3: Amplitudengrößen                                                                                                            
Darstellung der Amplitudengrößen von Einzelkanalereignissen an drei unterschiedlichen 
Patches des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors. Die Stromamplituden (pA) sind bei 
unterschiedlichen Haltespannungen im Vergleich dargestellt. Es ist festzustellen, dass sich die 
Werte von -100 mV zu -50 mV und von +100 mV zu +50 mV ungefähr halbieren. Die 
Amplitudengröße bei -100 mV entspricht nahezu der bei +100 mV nur im positiven Bereich. 
Dasselbe gilt für die Daten von -50 mV und +50 mV. 
An den drei unterschiedlichen „excised-patches“ wurde auch die Öffnungsdauer der jeweiligen 
Einzelkanalereignisse eines Patches gemittelt und in Abbildung 50 b) und Tabelle 4 
vergleichend dargestellt. Am zweiten Patch war es nicht möglich, Haltespannungen von 
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−50 mV, +50 mV und +100 mV zu messen. Auffällig ist, dass bei einer Spannung von -50 mV 
die Öffnungsdauer im Vergleich zu einer Spannung bei -100 mV verlängert war, dasselbe gilt 
für die Öffnungsdauer bei +50 mV im Vergleich zu +100 mV. Vor diesem Hintergrund hat es 
den Anschein, dass die Öffnungsdauer des Kanals bei +50 mV ungefähr der bei -50 mV und 
die Öffnungsdauer bei einer Spannung von +100 mV ungefähr der bei einer Haltespannung von 
-100 mV entspricht. Allerdings sind die beschriebenen Unterschiede nicht signifikant (p ≥ 0,05, 
ungepaarter t-Test. 
 
5-HT3A+B-Rezeptor     
transient transfiziert 
       Stromstärke 
   Patch 1 
Öffnungs-       
dauer (ms) 
    Patch 2 
Öffnungs-       
dauer (ms) 
    Patch 3 
Öffnungs-       
dauer (ms) 
Patch 1,2,3   
Öffnungs-       
dauer (ms) 
 
        - 100 mV 
     n = 58 
  6,8 ±  5,1 
      n = 34 
  7,2 ± 4,8  
     n = 47 
  6,8 ± 5,1  
    
  6,9 ± 0,2  
 
         - 50 mV 
     n = 32 
10,9 ± 11,4  
 
             _ 
     n = 18 
  7,8 ± 4,9    
 
  9,3 ± 2,3 
 
        + 50 mV 
     n = 5 
11,0 ± 3,4  
 
             _ 
      n = 7 
  9,9 ± 7,3   
 
10,5 ± 0,8  
 
     + 100 mV 
    n = 9 
  8,6 ± 6,5   
 
             _ 
      n = 3 
  4,1 ± 1,5 
 
  6,3 ± 3,2  
Tabelle 4: Öffnungsdauer                                                                                                                   
Darstellung der Amplitudengrößen von Einzelkanalereignissen an drei unterschiedlichen 
Patches des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors. Die Öffnungsdauer (ms) der Kanäle ist 
bei verschiedenen Haltepannungen im Vergleich dargestellt.  
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5 Diskussion 
5.1 Ziel der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der vor kurzem erstmals von 
NIESLER et al. (2003) klonierten 5-HT3E-Rezeptor-Untereinheiten. Dieser Rezeptor-Subtyp 
wird ausschließlich im Gastrointestinaltrakt exprimiert und stellt demnach einen interessanten 
Angriffspunkt für die Pharmakotherapie bei Chemo- bzw. Strahlentherapie-induzierter Emesis 
(CINV), postoperativer Nausea und Emesis (PONV) und dem Reizdarmsyndrom dar. Vor 
diesem Hintergrund ist es von großem Interesse die genauen biophysikalschen und 
pharmakologischen Eigenschaften des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors zu kennen, um eine 
spezifische und demnach effektivere Pharmakotherapie zu ermöglichen. 
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten funktionellen Eigenschaften des 
heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors im Vergleich zum bekannten homomeren 5-HT3A-Rezeptor 
und heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor diskutiert. 
5.2 Methodische Fragen 
Zur Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften des 5-HT3A+E-Rezeptors, sowie des 5-
HT3A- und 5-HT3A+B-Rezeptors wurden diese mittels der Patch-Clamp Technik und einem 
schnellen Lösungsapplikationsystem im Detail untersucht. 
Die Transfektion der Rezeptor-Subtypen erfolgte stabil und transient in menschlichen 
embryonalen Nierenzellen (HEK293 Zellen). Dadurch bestand die Möglichkeit, 
Membranproteine, die in vivo schlecht zugänglich sind, in hoher Dichte zu untersuchen. Auch 
konnten im Vergleich zu Untersuchungen an 5-HT3A-Rezeptoren, die in N1E115 Mäuse-
Neuroblastom Zellen exprimiert wurden, größere Maximalamplituden der 5-HT (30 µM)-
induzierten Ströme an HEK293 Zellen festgestellt werden (BARANN et al. 1997, BARANN et al. 
2000b; N1E115 Zellen: ~20 pA; HEK293 Zellen: ≥ 100 pA in der „excised-patch“-Konfiguration). 
Die Patch-Clamp Analyse ist eine schon seit Jahrzehnten etablierte Technik zur funktionellen 
Charakterisierung der 5-HT3-Rezeptoren und anderer ligandengesteuerter Ionenkanäle, und die 
einzige Methode, mit der funktionelle Eigenschaften von Rezeptoren im Detail bestimmt werden 
können. Verbunden mit einem Applikationssystem, das es gestattet, Lösungen innerhalb 
weniger als 2 ms auszutauschen, bietet sich die Möglichkeit, schnelles Öffnen und Schließen 
von Membrankanälen zu erfassen, und kleinste Effekte zu analysieren. Ein großer Vorteil 
dieser Methode ist, dass man durch Kontrollmessungen vor und nach Substanzapplikation an 
demselben Patch die Reversibilität des Effektes messen kann. Während der Messungen wird 
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ein konstantes Membranpotential von -100 mV aufrechterhalten, welches einer Depolarisation 
der Zelle entgegenwirkt und die Beteiligung anderer spannungsabhängiger Kanäle verhindert. 
Die hauptsächlichen Untersuchungen der Rezeptor-Subtypen erfolgten in der „excised-patch“-
Konfiguration. Dies bietet die Möglichkeit, eine geringe Anzahl von Ionenkanälen in einer hohen 
zeitlichen Auflösung zu untersuchen und einen schnellen Austausch von Substanzlösungen 
durchzuführen. Auch ist das Messen und Untersuchen von einzelnen Kanalereignissen möglich 
und die Aktivierungs- und Desensibilisierungskinetiken können im Detail interpretiert werden. 
Ein Nachteil dieser Methode ist, dass durch die geringere Anzahl von Kanälen die Stromsignale 
kleiner sind und es deshalb nicht möglich ist, niedrige Agonisten-Konzentrationen (1 µM) zu 
verwenden. Außerdem stellt sich die Frage, ob sich beim Herauslösen des 
Zellmembranfragments die Eigenschaften des Rezeptorkanals verändern. Weitere 
Untersuchungen erfolgten in der Ganzzell-Konfiguration. Diese Methode gibt einen Überblick 
über das Verhalten einer ganzen Zelle unter physiologischen Bedingungen, wobei das 
Zytoskelett oder Zellbestandteile aus dem Zytosol einen Einfluss haben können. Als nachteilig 
ist hierbei zu erwähnen, dass die Perfusionslösung die zum Boden gewandten Anteile der 
Zellmembran nur verzögert oder gar nicht erreichen kann, sowie dass benachbarte Zellen 
eventuell Einfluss auf das Verhalten der zu messenden Zelle haben. 
Bei beiden Methoden kann es zum Verlust oder irreversiblen Zerstörung von Kanälen kommen, 
was sich in unverhältnismäßig kleineren Stromspuren im Vergleich zur Kontrollstromspur 
bemerkbar macht. Um Fehler in der Auswertung zu vermeiden, wurden nur Experimente 
ausgewertet, bei denen der Kanalverlust von der ersten 30 µM-5-HT Kontrollstromspur zur 
letzten Kontrollstromspur weniger als 20 % betrug. Die beiden Kontrollspuren wurden für die 
Auswertung gemittelt und der daraus erhaltene theoretische Wert als Kontrolle verwendet. Bei 
Substanzen, bei denen kein kompletter Auswasch möglich gewesen ist (Tropisetron, 
Anandamid), wurde die erste 30 µM 5-HT Stromspur als Kontrolle verwendet. 
Die untersuchten 5-HT3A-Rezeptoren zeigten bei 5-HT Applikation in der „excised-patch“- sowie 
in der Ganzzell-Konfiguration typische Stromkinetiken von ligandengesteuerten Ionenkanälen. 
Dies steht im Einklang mit früheren Untersuchungen an diesem Rezeptor-Subtyp mittels der 
Patch-Clamp Technik (BROWN et al. 1998, BARANN et al. 2000b, MOTT et al. 2001, BARANN 
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5.3 Funktionelle Unterschiede zwischen stabil transfizierten                                                                             
heteromeren 5-HT3A+E-und homomeren 5-HT3A-Rezeptoren 
Biophysikalische Unterschiede 
 
Es stellt sich die Frage, ob zwei Klone des stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors aus jeweils 
einer monoklonalen Zelllinie dieselben biophysikalischen Eigenschaften aufweisen und ob 
funktionelle Unterschiede zwischen dem heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor und dem homomeren 
5-HT3A-Rezeptor bestehen. Die Konzentrations-Wirkungskurven von 5-HT gemessen in der 
„excised-patch“-Konfiguration an Klon 2 und 3 des 5-HT3A+E-Rezeptors besitzen einen 
geringgradig unterschiedlichen EC50-Wert (EC50 Klon 2: 9,2 µM 5-HT, EC50 Klon 3: 7,4 µM 5-
HT), die Steigung der beiden Kurven ist allerdings mit einem Hill-Koeffizienten von 1 identisch 
(Abbildung 11 a). Es ist zu vermuten, dass der Unterschied bei 2 µM 5-HT und bei 10 µM 5-HT 
mit der schlechten Messbarkeit von Klon 2 und dessen unruhigen Stromkinetiken 
zusammenhängt. Aus diesem Grund wurde auch bei späteren Experimenten dazu 
übergegangen, ausschließlich den Klon 3 des heteromeren Rezeptor-Subtyps zu untersuchen. 
Der EC50-Wert der Konzentrations-Wirkungskurve am homomeren 5-HT3A-Rezeptor ist mit 
7,3 µM 5-HT nicht unterschiedlich zu der des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors (Abbildung 
11 b), auch korrelieren dessen Daten mit publizierten EC50-Werten von 8,5 µM und 8,6 µM 5-
HT (BARANN et al. 2000b, KURZWELLY et al. 2004). Demnach kann man von keiner 
unterschiedlichen Bindungsaffinität der beiden Rezeptor-Subtypen ausgehen. Auffällig ist 
allerdings, dass der Hill-Koeffizient bei den in dieser Arbeit vorliegenden Experimenten sowie 
bei Untersuchungen von BARANN et al. (2000b) und KURZWELLY et al. (2004) für den 
homomeren 5-HT3A-Rezeptor bei 1,5 liegt (Tabelle 5). Wenn die Steilheit der Kurve mit einem 
Hill-Koeffizienten > 1 beschrieben wird, wie dies beim 5-HT3A-Rezeptor der Fall ist, kann von 
der Kooperativität zweier oder mehrerer Agonistenmoleküle ausgegangen werden. Beim 5-
HT3A+E-Rezeptor liegt der Hill-Koeffizient bei 1, was für keine Kooperativität dieses Rezeptor-
Subtyps spricht.  
Auffällig ist bei den Kurven beider Rezeptor-Subtypen, dass es ab einer Konzentration von 
300 µM 5-HT zu einer Hemmung der maximalen Stromamplitude kommt. Vermutlich führen 
dabei unspezifische Effekte von Serotonin zu einem Offen-Kanal-Block oder es kommt zu einer 
Konformationsänderungen des Rezeptor-Proteins und einer Inhibierung des 5-HT-Stroms.  
Da bei der Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors auffällt, dass der 
monophasische „fit“ im Gegensatz zur Kurve des 5-HT3A-Rezeptors nicht genau auf den 
einzelnen Datenpunkten liegt (Abbildung 11 a und b), wurde versucht diese mittels eines 
biphasischen „fits“ zu beschreiben. Dabei kann deren Verlauf am besten an ein Model mit zwei 
Bindungsstellen angepasst werden, wobei Sektion 1 die „hochpotente“ Komponente und 
Sektion 2 die „niedrigpotente“ Komponente darstellt (Abbildung 51 a und b). Bei der 
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Konzentrations-Wirkungskurve von Klon 2 ist der Datenpunkt von 2 µM 5-HT aufgrund seines 
signifikanten Unterschiedes zu Klon 3 und der weniger repräsentativeren Daten nicht mit in den 
biphasischen „fit“ einbezogen worden (Abbildung 51 a). Dennoch zeigen beide Klone des 5-
HT3A+E-Rezeptors einen deutlichen biphasischen Verlauf ihrer Konzentrations-Wirkungskurve, 
welcher sich vor allem an den Datenpunkten 2 µM (Klon 3), 3 µM und 6 µM 5-HT manifestiert.  
Dies könnte die Koexistenz von zwei Rezeptorpopulationen bedeuten, die eine unterschiedliche 
Affinität zu 5-HT besitzen. Als mögliche Hypothesen zum Vorliegen dieser zwei Populationen 
käme in Betracht, dass neben dem heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor noch der homomere 5-
HT3A-Rezeptor exprimiert wird, oder dass zwei unterschiedlich zusammengesetzte heteromere 
5-HT3A+E-Rezeptoren parallel in den HEK293 Zellen exprimiert werden. Beim Betrachten der 
Konzentrations-Wirkungskurven vom 5-HT3A+E- und 5-HT3A-Rezeptor (Abbildung 11 a und b) 
fällt auf, dass die Kurven im Bereich höherer 5-HT-Konzentrationen („niedrigpotente“ 
Komponente) fast deckungsgleich übereinander liegen, während im niedrigeren 5-HT-
Konzentrationsbereich („hochpotente“ Komponente) eine auffällige Divergenz festzustellen ist. 
Demnach wäre die erste Hypothese, dass der homomere 5-HT3A- und der heteromere 5-
HT3A+E-Rezeptor parallel vorliegen, am wahrscheinlichsten. Die „hochpotente“ Komponente 
würde die Population der 5-HT3A+E-Rezeptoren und die „niedrigpotente“ Komponente die 5-
HT3A-Rezeptoren repräsentieren. Dass zwei Klone des 5-HT3A+E-Rezeptors unabhängig 
voneinander dasselbe Verhalten zeigen, bestärkt die Hypothese noch. Die Konsequenz daraus 
wäre eine erschwerte Charakterisierung des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors sowie auch 
anderer heteromerer 5-HT3-Rezeptoren, die nur mit der 5-HT3A-Untereinheit an die Oberfläche 
exprimiert werden können. Der homomere Rezeptor-Subtyp wäre bei den Experimenten nicht 
deutlich von dem heteromeren Rezeptor-Subtyp zu trennen. 
Bei vorangegangen Untersuchungen mittels des Aequorin-Ca2+-Influx-Assays am bekannten 
heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor konnten WALSTAB et al. (2008) auch einen biphasischen 
Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve feststellen. Sie bestärkte durch weiterführende 
Untersuchungen die Hypothese, dass der 5-HT3-Rezeptor bei Koexpression der 5-HT3A-
Untereinheit mit der 5-HT3B-Untereinheit homomere 5-HT3A- sowie heteromere 5-HT3A+B-
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a) b) 
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 2
 (EC50 Section 1: ≈   2 µM 5-HT
   EC50 Section 2: ≈ 25 µM 5-HT)
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Abbildung 51: Biphasischer „fit“ der Konzentrations-Wirkungskurven von 5-HT am 5-HT3A+E-
Rezeptor. a) Klon 2 des 5-HT3A+E-Rezeptors b) Klon 3 des 5-HT3A+E-Rezeptors. 
Bei Messungen in der Ganzzell-Konfiguration konnten für den heteromeren 5-HT3A+E- und den 
homomeren 5-HT3A-Rezeptor ein EC50-Wert von ungefähr 1 µM 5-HT festgestellt werden, was 
auch bei dieser Methode für keine unterschiedliche Bindungsaffinität zu 5-HT spricht 
(Abbildung 37 b). REEVES und LUMMIS (2002) gehen von EC50-Werten des homomeren 5-
HT3A-Rezeptors zwischen 1 µM und 4 µM 5-HT aus, die Werte anderer Autoren sind in 
Tabelle 5 dargestellt. Im Vergleich zur Konzentrations-Wirkungskurve in der „excised-patch“-
Konfiguration stellt man eine ungefähr 7 fach höhere Potenz von 5-HT in der Ganzzell-
Konfiguration fest. Zu erklären ist dieses Ergebnis dadurch, dass es bei den Ganzzell-
Messungen zu unerwünschter Desensibilisierung von Kanälen kommen kann und das 
theoretische Maximum nicht erreicht wird. Dies führt zu einer Linksverschiebung der 
Konzentrations-Wirkungskurve.  
In der Ganzzell-Konfiguration verhält der heteromere 5-HT3A+E-Rezeptor sich im Hinblick auf die 
Steigung der Konzentrations-Wirkungskurve und ihren monophasischen Verlauf nicht 
unterschiedlich zum 5-HT3A-Rezeptor (Abbildung 37 b). Beide Kurven liegen deckungsgleich 
übereinander und laufen durch alle gemessenen Datenpunkte. Die Diskrepanz zum 
biphasischen Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors in der 
„excised-patch“-Konfiguration kann dadurch bedingt sein, dass die Kurve in der Ganzzell-
Konfiguration durch zu wenig Messpunkte beschrieben wird. Auch ist bei dieser Methode die 
Messgenauigkeit nicht so hoch, da benachbarte Zellen oder Zellbestandteile, die im Zytosol 
gelöst sind, Einfluss auf das Messergebnis nehmen können.  
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Auffällig ist, dass bei den Ganzzell-Messungen an beiden Rezeptor-Subtypen hohe 5-HT-
Konzentrationen nicht, wie dies bei den „excised-patch“-Messungen der Fall war, zu einer 
Hemmung der maximalen Stromamplitude führten (Abbildung 34 und 37 b). Die Ursache 
könnte in der Methode zu finden sein, da die Perfusionslösung bei der Ganzzell-Messung nicht 
zu derselben Zeit alle Rezeptoren der Zelle erreichen kann. Durch das unerwünschte 
Desensibilisieren verschiedener Rezeptorkanäle gibt es keinen Zeitpunkt, an dem nahezu 
100 % aller Kanäle geöffnet sind. Das theoretische Maximum und der dadurch bedingte 
typische glockenförmige Verlauf der Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve kann nicht 
erreicht werden. 
 
Literatur Methode   5-HT3A-R. 
EC50   n  
[µM] 
    5-HT3A+B-R. 
EC50       n   
[µM] 
 5-HT3A+E-R. 
EC50     n   
[µM] 
Aktuelle Studie „excised”                         
Ganzzell 
7,3 1,5  
1,1           1,7 
 5,8/6,8     1,8/1,6  
 1,3           1,3/1,7 
9,2 / 7,4    1,0 
0,9            1,8 
LANKIEWICZ et al. (1997) Ganzzell 2,3              -   
BROWN et al. (1998) Ganzzell 3,4           1,8   
DAVIES et al (1999) Ganzzell 2,9              -  6,0                1,0  
BARANN et al. (2000b) „excised” 8,6           1,5   
MOTT et al. (2001) * Ganzzell 2,0           3,0   
HAPFELMEIER et al. (2003) Ganzzell 3,0           1,8 25,0                0,9  
KURZWELLY et al. (2004) „excised” 8,5           1,5   
NIESLER et al. (2007) Aequorin** 5,8  5,8 
WALSTAB et al. (2007) Aequorin 5,8           3,2  5,5                1,5  
Tabelle 5: EC50-Werte [µM] und Hill-Koeffizienten (n) für 5-HT an verschiedenen Rezeptor-
Subtypen. EC50-Werte und Hill-Koeffizienten für den Agonisten 5-HT an humanen, homomeren 
5-HT3A- und heteromeren 5-HT3A+B- und 5-HT3A+E-Rezeptoren. Bei der aktuellen Studie sind bei 
den heteromeren Rezeptoren die verschiedenen EC50-Werte und Hill-Koeffizienten zweier 
Klone aus unterschiedlichen monoklonalen Zelllinien nebeneinander dargestellt. Die Daten 
wurde von verschiedenen Autoren mittels Patch-Clamp Analysen in der „excised-patch“- und/ 
oder der Ganzzell-Konfiguration (** = Aequorin-Ca2+-Influx-Assays) bestimmt. * = muriner 5-
HT3A-Rezeptor. 
Im weiteren Verlauf wurde die Aktivierungs- (τakt) und Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes) 
der 5-HT Stromspuren des 5-HT3A+E-Rezeptors in der „excised-patch“-Konfiguration analysiert. 
Die Aktivierung beschreibt den Übergang vom geschlossenen Zustand des Rezeptors in den 
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offenen Zustand und die Deaktivierung den Übergang vom offenen in den geschlossenen 
Zustand bei Anwesenheit eines Agonisten. Bei 30 µM 5-HT liegt die τakt des heteromeren 
Rezeptors mit 9 ms im Bereich des 5-HT3A-Rezeptors (BARANN et al. 2000b, LINDEN 2006), 
allerdings ist die τdes (ms) um das 1,3 fache schneller als bei LINDEN (2006). Nach dem 
Schema von MOTT et al. (2001) für den 5-HT3A-Rezeptor wird die Desensibilisierung 
beschleunigt, wenn alle fünf Agonistenmoleküle an den Rezeptor gebunden sind. Es ist 
demnach zu vermuten, dass dieselbe Beschleunigung am 5-HT3A-Rezeptor beim 5-HT3A+E-
Rezeptor schon durch weniger Agonistenmoleküle verursacht wird. Allerdings könnte die 
Differenz auch durch unterschiedliche Raumtemperaturen, unter denen die Experimente 
durchgeführt wurden, zustande gekommen sein. 
Die Häufigkeitsverteilung der τakt und der τdes aller Kontroll- (30 µM 5-HT) Experimente zeigte 
beim heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor (Abbildung 12 a und b) wie auch beim homomeren 5-
HT3A-Rezeptor bei LINDEN (2006) einen einphasischen „peak“ (Hauptverteilung). Der zweite 
„peak“ (Nebenverteilung) ist nur andeutungsweise wahrzunehmen. Des Weiteren zeigte sich, 
dass die τakt vor allem bei niedrigen 5-HT Konzentrationen deutlich langsamer wird und bei 
Konzentrationen über 30 µM sich nicht mehr wesentlich verändert (Abschnitt 8, Anhang, 
Tabelle 9). Vermutlich ist bei dieser Konzentration die maximale Agonistensättigung schon 
erreicht. Die τdes beschleunigt insbesondere im hohen Konzentrationsbereich von 5-HT, was 
sich auch mit Beobachtungen am 5-HT3A-Rezeptor deckt (BROWN et al. 1998, 
BARANN et al. 2000b). Die Aktivierungszeitkonstanten der 30 µM-5-HT-Stromspuren im 
Ganzzell-Patch sind im Vergleich zum „excised-patch“ deutlich langsamer (5-HT3A-Rezeptor: 
45,0 ms; 5-HT3A+E-Rezeptor: ~34,0 ms, Abbildung 35 und 38), was auch schon von 
MOTT et al. (2001) beschrieben wurde. Die Desensibilisierungskinetiken konnten aufgrund 
ihrer sehr langsamen Zeitkonstanten nicht ausgewertet werden. Wie schon zuvor erwähnt, 
dauert es bei der Ganzzell-Methode länger, bis die Perfusionslösung die gesamte Zelle umspült 
und alle Rezeptorproteine erreicht hat. Das parallele Öffnen und Desensibilisieren der Kanäle 
führt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu Verzögerungen in der Aktivierungs- und 
Desensibilisierungskinetik. Fraglich ist auch, ob Zellbestandteile, die im Zytosol gelöst sind, 
Einfluss auf die Aktivierung und Desensibilisierung nehmen. Die Ganzzell-Methode ist 
demnach aufgrund ihrer Ungenauigkeit für die Bestimmungen der Kinetiken nicht geeignet. 
 
Die Strom-Spannungsbeziehungen gemessen an „excised-patches“ zeigten bei beiden Klonen 
des 5-HT3A+E-Rezeptors und beim homomere 5-HT3A-Rezeptor eine deutliche 
Einwärtsrektifizierung (Abbildung 14 a und b). Auffällig ist, dass im Bereich von -80 mV und -
100 mV die Maximalströme schneller ansteigen als im Bereich von -40 mV bis -80 mV. Diese 
Eigenschaft deckt sich mit Beobachtungen von BARANN et al. (2000b) am murinen sowie am 
humanen 5-HT3A-Rezeptor (Tabelle 6).  
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Literatur Methode   5-HT3A-R. 
  IV- Kurve 
 5-HT3A+B-R. 
  IV- Kurve 
5-HT3A+E-R. 
  IV- Kurve 









HUSSY et al. (1994)* Ganzzell einwärtsrek.   
BARANN et al. (1997)* „excised“ einwärtsrek.   
BROWN et al. (1998) Ganzzell einwärtsrek.   
DAVIES et al. (1999) Ganzzell einwärtsrek. linear  
DUBIN et al. (1999) Ganzzell einwärtsrek. linear  
BARANN et al. (2000b) „excised“ einwärtsrek.   
HANNA et al. (2000)* Ganzzell einwärtsrek. einwärtsrek.  
BRADY et al. (2003) Ganzzell einwärtsrek. linear  





HOLBROOK et al. (2008) Ganzzell einwärtsrek. linear einwärtsrek. 
Tabelle 6: Strom-Spannungsbeziehungen verschiedener Rezeptor-Subtypen.                   
Linearer oder einwärtsrektifizierender Verlauf der Strom-Spannungskurve am homomeren h5-
HT3A- und an heteromeren h5-HT3A+B- und h5-HT3A+E-Rezeptoren. Die Daten wurden von 
unterschiedlichen Autoren mittels Patch-Clamp Analysen in der „excised-patch“- und/ oder der 
Ganzzell-Konfiguration erhoben. * = muriner 5-HT3A-Rezeptor. 
Da es bei einer negativen Spannung zu einem Natrium-Einstrom und bei einer positiven 
Spannung zu einem Kalium-Ausstrom kommt, könnte als Erklärung für die 
Einwärtsrektifizierung eine Konformationsänderung der Kanalpore bei positiver Spannung 
dienen. Eventuell wird der Kanal dadurch enger und es kann nicht dieselbe Anzahl Kaliumionen 
ausströmen wie Natriumionen bei negativer Spannung einströmen. Eine weitere Erklärung 
wäre eine geringere Kaliumpermeabilität des beschriebenen Rezeptor-Subtypen. Als Nachweis 
könnten gleich hohe Konzentrationen von Kalium im ICS und ECS dienen, welche bei der 
besagten Hypothese eine lineare Strom-Spannungskurve verursachen würden. In den 
Experimenten dieser Arbeit wurde allerdings ein Verhältnis für die Zusammensetzung von ICS 
und ECS gewählt, welches den physiologischen Bedingungen am nächsten kommt. Die Strom-
Spannungsbeziehung zeigt auch im Ganzzell-Patch am 5-HT3A-Rezeptor eine deutliche 
Einwärtsrektifizierung (Abbildung 36 b), was im Einklang mit Daten aus der Literatur steht 
(Tabelle 6). Auffällig ist eine im Vergleich zu der Strom-Spannungskurve des 5-HT3A-Rezeptors 
in der „excised-patch“-Konfiguration deutlich schwächere Rektifizierung im negativen Bereich 
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des Haltepotentials. Dieses Phänomen könnte durch den Einfluss benachbarter Zellen 
zustande gekommen sein, die durch nicht im Mikroskop sichtbare Ausläufer mit der zu 
messenden Zelle verbunden waren. 
Interessant ist zu beobachten, dass der heteromere 5-HT3A+E-Rezeptor im Ganzzell-Patch eine 
deutlich lineare Strom-Spannungsbeziehung zeigt (Abbildung 49 b). Dieses Verhalten wurde 
eigentlich bei den zuvor durchgeführten Experimenten in der „excised-patch“-Konfiguration 
erwartet, da in der Literatur für den bekannten heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor lineare Strom-
Spannungskurven beschrieben wurden (Tabelle 6). Es stellt sich nun die Frage, ob beim 
Herauslösen des Membranfragmentes in der „excised-patch“-Konfiguration Strukturen, die für 
die Kaliumionen-Permeabilität wichtig sind, zerstört werden. Im Gegensatz dazu stehen 
allerdings die Ergebnisse von HOLBROOK et al. (2008), die eine lineare Strom-
Spannungskurve in der Ganzzell-Konfiguration am 5-HT3A+B-Rezeptor, aber eine 
einwärtsrektifizierende Kurve am 5-HT3A+E-Rezeptor beschreiben. Für die Zukunft wäre 
anzuraten, vergleichende Experimente der Strom-Spannungsbeziehungen in der „excsied-
patch“ und der Ganzzell-Konfiguration durchzuführen.  
Mittels der Agonisten-Doppelpuls Experimente wurde die Reaktivierungszeit, die den Übergang 
vom geschlossenen inaktivierbaren Zustand in den geschlossenen aktivierbaren Zustand 
beschreibt, untersucht. Beide Klone des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors brauchen im 
Durchschnitt 55 s nach der Applikation von 30 µM 5-HT, um wieder vollständig aktivierbar zu 
sein (Abbildung 16 a). Dieselbe Reaktivierungszeit konnte von LINDEN (2006) am homomeren 
5-HT3A-Rezeptor festgestellt werden, wobei bei VAN HOOFT und VIJVERBERG (1996) und 
BARANN et al. (2000b) schon eine Erholungszeit von 40 bis 45 s ausreichte, um eine 
vollständige Aktivierbarkeit des Rezeptors zu gewährleisten. Der heteromere 5-HT3A+E-
Rezeptor zeigt also im Vergleich zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor keinen Unterschied bei 
seiner Reaktivierung und auch die in den Experimenten dieser Arbeit eingehaltenen Spülpause 
mit ECS von 60 s reichte aus, um reproduzierbare Messergebnisse zu erhalten 
(Abbildung 16 b).  
 
Bei den Agonisten-Lang-Kurzpuls Experimenten ist zu erkennen, dass bei Klon 2 und 3 des 5-
HT3A+E-Rezeptors der Abbruch des 5-HT Pulses die Desensibilisierungskinetik nicht beeinflusst 
(Abbildung 17 a und b). Auch bei dem homomeren 5-HT3A-Rezeptor konnte festgestellt werden, 
dass die Länge des 5-HT-Pulses keinen Einfluss auf die Desensibilisierung hat (Martin Barann, 
persönliche Mitteilung, Bonn, 21.08.2008). Dieses Verhalten könnte dadurch zustande 
kommen, dass 5-HT nach der Bindung an den Rezeptor über längere Zeit an der 
Bindungsstelle haften bleibt, oder dass der Mechanismus der Desensibilisierung, wenn dieser 
einmal in Gang gesetzt wurde nicht mehr unterbrochen werden kann. Dies stellt einen 
grundlegenden Unterschied im Verhalten des 5-HT3A-Rezeptors zum nACh-Rezeptor dar, denn 
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bei diesem ist die Desensibilisierungskinetik abhängig von der Anwesenheit des Agonisten 
Acetylcholin (DILGER et al. 1997, WENNINGMANN et al. 2001). 
 
Auch bei den Experimenten zum Einfluss der Agonisten-Konzentration wurde das Verhalten 
der Desensibilisierung näher untersucht. Es zeigt sich, dass beim 5-HT3A+E-Rezeptor eine 
Vorapplikation von 22,2 nM 5-HT ausreicht, um eine 50 % ige Inhibierung der 30 µM 5-HT 
Stromamplitude zu erreichen, beim 5-HT3A-Rezeptor liegt dieser Wert mit 30,3 nM etwas höher 
(Abbildung 18). Auch ist die gesamten Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+E-Rezeptors 
im Vergleich zu der des 5-HT3A-Rezeptors bei gleichem Hill-Koeffizienten geringgradig nach 
links verschoben, und bei 30 µM 5-HT zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 
beiden Rezeptor Subtypen. Dies bekräftigt die Hypothese, dass beim heteromeren 5-HT3A+E-
Rezeptor im Vergleich zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor weniger Agonistenmoleküle 
ausreichen, um eine gleichwertige Desensibilisierung zu erreichen. Es stellt sich demnach die 
Frage, ob dieser Rezeptor schon bei physiologisch niedrigen 5-HT-Konzentrationen Emesis 
modulieren kann.  
Pharmakologische Unterschiede 
 
Zur weiteren Charakterisierung des 5-HT3A+E-Rezeptors wurde sein pharmakologisches 
Verhalten näher untersucht und mit dem des 5-HT3A-Rezeptors verglichen. Auch galt es 
herauszufinden, ob bestimmte Substanzen einen der beiden Rezeptor-Subtypen besonders 
effektiv angreifen. In den Experimenten dieser Arbeit wurden dazu ein Agonist und fünf 
verschiedene Antagonisten getestet. Der ausgewählte Agonist und die Antagonisten wurden in 
dieser Arbeit aufgrund ihrer in der Literatur beschriebenen agonistischen und antagonistischen 
Wirkung am 5-HT3-Rezeptor und/oder ihrer emetischen und antiemetischen Wirkung gewählt. 
 
Tryptamin ist ein partieller Agonist mit intrinsischer Aktivität am 5-HT3-Rezeptor. Bei den 
Untersuchungen am 5-HT3A+E-Rezeptor sowie vergleichsweise am 5-HT3A-Rezeptor konnte 
festgestellt werden, dass dieser Agonist im Gegensatz zu 5-HT beide Rezeptor-Subtypen 
weniger effektiv aktiviert (Tabelle 7). Auch weist er an den Rezeptoren maximale Stromspuren 
von ungefähr 26 – 27 % der 30 µM 5-HT-Kontrollspur auf, was für eine typisch bei partiellen 
Agonisten geringere Effektivität spricht (VAN HOOFT und VIJVERBERG 1996). Wenn man die 
geringere Potenz von Tryptamin unberücksichtigt lässt, fällt ein ähnlicher Verlauf der 
Konzentrations-Wirkungskurven von 5-HT und Tryptamin auf (Abbildung 19). Beide 
Substanzen scheinen demnach auf dieselbe Weise am Rezeptor zu binden und diesen zu 
aktivieren, wobei die Bindung von Tryptamin vermutlich instabiler ist. Auch blockiert Tryptamin 
wie Serotonin durch unspezifische Effekte bei hohen Konzentrationen den Rezeptor und führt 
zu einer Hemmung der Stromamplitude, was typischerweise in einer glockenförmigen 
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Konzentrations-Wirkungskurve resultiert (Abbildung 19). Beim Vergleich des heteromeren 5-
HT3A+E-Rezeptor mit dem homomeren 5-HT3A-Rezeptor scheint Tryptamin an beiden gleich 
potent zu wirken, der Unterschied bei der Konzentration von 1 mM Tryptamin ist zu 
vernachlässigen, da es sich hier nur um einen Datenpunkt handelt. 
 
NIESLER et al. (2007) konnten bei ihren ersten pharmakologischen Untersuchungen am 5-
HT3A+E-Rezeptor keine unterschiedliche Bindungsaffinität der spezifischen 5-HT3-
Rezeptorantagonisten Ondansetron und Azasetron zum 5-HT3A-Rezeptor feststellen. In dieser 
Arbeit wurde zu Beginn der pharmakologischen Untersuchungen als spezifischer 5-HT3-
Antagonist Tropisetron aus derselben Substanzgruppe wie Ondan- und Azasetron gewählt. Für 
die Hemmkurve am 5-HT3A-Rezeptor wurden von LANKIEWICZ et al. (1997) IC50-Werte von ca. 
0,6 nM Tropisetron ermittelt. Die in dieser Arbeit ermittelten IC50-Werte der Hemmkurve liegen 
für beide Rezeptor-Subtypen bei 0,3 nM Tropisetron und der Hill-Koeffizienten beträgt -1,3 bis -
1,5 (Abbildung 21, Tabelle 7). Die Bindungsaffinität und Kooperativität zu Tropisetron scheinen 
sich demnach am heteromeren und homomeren Rezeptor nicht zu unterscheiden. Es wäre 
möglich, dass Tropisetron als kompetitiver, spezifischer 5-HT3-Rezeptor-Antagonist kleinere 
Unterschiede der Affinitäten zu Rezeptor-Subtypen nicht aufdecken kann. Aus diesem Grund 
wurde im Folgenden dazu übergegangen, unselektivere 5-HT3-Rezeptorantagonisten zu 
untersuchen. 
 
Metoclopramid (MCP) gehört zu den „dirty-drugs“, also zu einer Gruppe von Medikamenten, 
welche an verschiedene molekulare Bindungsstellen ansetzten und unterschiedliche 
erwünschte oder unerwünschte Wirkungen hervorrufen können. Ursprünglich wurde seine 
antiemetische Wirkung dem Antagonisieren von D2-Rezeptoren zugeschrieben. Mittlerweile 
weiß man allerdings, dass MCP unter anderem als unspezifischer, partieller 5-HT3-Antagonist 
wirkt, was einen Großteil seiner antiemetischen Wirkung ausmacht. Wie in Tabelle 7 dargestellt 
ist, zeigt die Hemmkurve von MCP am heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor einen IC50-Wert von 
58,1 nM MCP, am homomeren 5-HT3A-Rezeptor liegt sie nach WALKEMBACH et al. (2005) bei 
64,0 nM MCP, unterscheidet sich demnach nicht signifikant (Abbildung 23). Auch BROWN et 
al. (1998) konnte mittels Patch-Clamp Experimenten in der Ganzzell-Konfiguration einen IC50-
Wert von 69,0 nM MCP am 5-HT3A-Rezeptor ermitteln. Die Konzentrations-Wirkungskurve von 
MCP am 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtyp wird durch einen Hill-Koeffizienten von -0,8 beschrieben, 
die am 5-HT3A-Rezeptor durch einen Hill-Koeffizienten von -1,2. Die deutlich flachere Steigung 
des heteromeren Rezeptor-Subtyps spricht für eine negative Kooperativität dieses Rezeptors 
zu MCP. Die steiler verlaufende Kurve des 5-HT3A-Rezeptors spricht für die Notwendigkeit der 
Bindung von zwei MCP-Molekülen um eine Unterdrückung der Stromamplitude zu verursachen. 
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Tubocurarin (TC) hemmt in erster Linie kompetitiv den nACh-Rezeptor, wirkt aber auch 
zusätzlich als unspezifischer, partieller 5-HT3-Rezeptorantagonist (NEWBERRY et al. 1991). 
Durch die beiden positiven Ladungen im Tubocurarin-Molekül kann diese Substanz nicht die 
Blut-Hirn-Schranke passieren und bindet ausschließlich an Rezeptoren in der Peripherie. Da 
die 5-HT3E-Untereinheit nur im Gastrointestinaltrakt exprimiert wird, stellte sich die Frage, ob 
Tubocurarin eine höhere Bindungsaffinität am 5-HT3A+E-Rezeptor als am 5-HT3A-Rezeptor 
aufweist. DAVIES et al. (1999) konnten mittels Tubocurarin Unterschiede zwischen dem 5-
HT3A+B-Rezeptor und dem 5-HT3A-Rezeptor aufdecken, wobei Tubocurarin 5 fach weniger 
sensitiv am heteromeren als am homomeren Rezeptor wirkte. Um eine Übersicht über das 
Verhalten der Substanz Tubocurarin an beiden Rezeptor-Subtypen zu erhalten, wurden drei 
Konzentrationen im Bereich von 0,1 µM, 1 µM und 10 µM TC untersucht. Für die Hemmkurve 
am 5-HT3A-Rezeptor konnte ein IC50-Wert von 1,6 µM TC ermittelt werden, ein ähnlicher Wert 
wurde von BROWN et al. (1998) mittels der Patch-Clamp Technik in der Ganzzell-Konfiguration 
beschrieben (IC50 = 2,8 µM TC). Der IC50-Wert der Hemmkurve am 5-HT3A+E-Rezeptor beträgt 
1,4 µM TC, unterscheidet sich demnach nicht von dem des 5-HT3A-Rezeptor (Abbildung 25, 
Tabelle 7). Auch die Hill-Koeffizienten beider Rezeptor-Subtypen sind nicht unterschiedlich, 
sodass auf keine differente Kooperativität zurückzuschließen ist. Um eventuell vorhandene 
kleine signifikante Unterschiede ausfindig zu machen, müssten weitere Tubocurarin-
Konzentrationen (im Bereich des IC50-Wertes) gemessen werden. In dieser Arbeit wurde 
allerdings dazu übergegangen, weitere Substanzgruppen zu untersuchen, um deutliche 
Unterschiede zwischen den Rezeptor-Subtypen feststellen zu können. 
 
Als weiteres „dirty-drug“ wurde der Wirkstoff Mirtazapin aus der Gruppe der tetrazyklischen 
Antidepressiva untersucht, welcher als unspezifischer, partieller Antagonist am 5-HT3-Rezeptor 
agiert. Dieses Verhalten wurde schon von verschiedenen Autoren am 5-HT3A-Rezeptor näher 
beschrieben (KOOYMAN et al. 1993, EISENSAMER et al. 2003, RAMMES et al. 2004), was 
einen antiemetischen Effekt dieser Substanz vermuten lässt. Bei KOOYMAN et al. (1993) weist 
die Hemmkurve des Racemats von Mirtazapin am 5-HT3A-Rezeptor einen IC50-Wert von ca. 
80 nM mit einem Hill-Koeffizienten von -0,7 auf. Bei den vorliegenden Experimenten wurde für 
diesen Rezeptor ein IC50-Wert von ungefähr 25 nM mit einem Hill-Koeffizienten von -1,3 
festgestellt (Tabelle 7). Die beschriebenen Unterschiede der Hemmkurven von Mirtazapin am 
homomeren Rezeptor können durch die verschiedenen Messmethoden zustande gekommen 
sein. Die Patch-Clamp Analysen von KOOYMAN et al. (1993) erfolgten in der Ganzzell-
Konfiguration, wobei es möglich ist, dass andere Strukturen der Zelle die Bindung des 5-HT3-
Antagonisten beeinflusst haben. Auch wurde der 5-HT3-Rezeptor in N1E115 Mäuse-
Neuroblastom Zellen exprimiert, was wie in Abschnitt 5.2 beschrieben, Unterschiede der 
Messergebnisse zu in HEK293 Zellen exprimierten 5-HT3-Rezeptoren verursachen kann 
(BARANN et al. 1997, BARANN et al. 2000b). Beim Vergleich der Hemmkurven von Mirtazapin 
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am 5-HT3A+E-Rezeptor mit der am 5-HT3A-Rezeptor fällt auf, dass sich ihr IC50-Wert mit 
ungefähr 8 nM Mirtazapin signifikant von dem des 5-HT3A-Rezeptors unterscheidet. Es könnte 
demnach sein, dass der beschriebenen 5-HT3-Antagonist eine höherer Bindungsaffinität zu 
dem heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor hat, da auch bei Konzentrationen von 3 nM, 10 nM und 
100 nM Mirtazapin eine signifikant größere Hemmung festzustellen ist (Abbildung 27). Die 
deutlich flachere Hemmkurve (Hill-Koeffizient = -0,9) beim heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor 
spricht dafür, dass wie bei der Substanz MCP nur ein Mirtazapin-Molekül ausreicht, um eine 
Inhibierung der Stromamplitude zu bewirken. Beim homomeren 5-HT3A-Rezeptor sind zur 
Unterdrückung des Stroms zwei Moleküle notwendig (Hill-Koeffizient = -1,3).  
Nach diesen Ergebnissen besitzt der heteromere 5-HT3A+E-Rezeptor eine erhöhte Sensitivität 
für die Substanz Mirtazapin. Da dieser Rezeptor ausschließlich im Gastrointestinaltrakt 
exprimiert wird, stellt die untersuchte Substanz einen interessanten Ansatz für eine effektive 
Pharmakotherapie gastrointestinaler Erkrankungen dar. Insbesondere bei Depressionen ist 
Emesis oftmals eine unerwünschte Begleiterscheinung, die eventuell mit der Substanz 
Mirtazapin spezifisch mittherapiert werden könnte. Auch wäre der Einsatz bei Krebspatienten 
zu diskutieren, da dessen Krankheitsverlauf des Öfteren mit Depressionen einhergeht.  
 
In der Hoffnung, noch weitere pharmakologische Unterschiede der beiden Rezeptor-Subtypen 
zu finden, wurde die Substanz Anandamid untersucht, die endogen gebildet wird. Anandamid 
bindet primär an die Cannabinoid-Rezeptoren des Endocannabinoid-Systems, ist aber auch ein 
partieller Antagonist an 5-HT3-Rezeptoren. Interessanterweise werden immer wieder 
Cannabinoide als Analgetika und Antiemetika getestet und finden teilweise schon klinischen 
Einsatz. Beispielsweise wird der Wirkstoff Dronabinol zur Behandlung von Übelkeit und 
Erbrechen bei Chemotherapien empfohlen (COTTER 2009). 
BARANN et al. (2002) fanden Hinweise auf eine spezifische Bindungstelle des humanen 5-
HT3A-Rezeptors für endogene Cannabinoide wie Anandamid, wobei sich daraufhin die Frage 
stellt, ob beim heteromeren humanen 5-HT3A+E-Rezeptor Unterschiede in der Bindungsaffinität 
bestehen. Die Hemmkurve des 5-HT3A+E-Rezeptors weist einen IC50-Wert von ungefähr 128 nM 
und einen Hill-Koeffizienten von -1,4 auf. Beim 5-HT3A-Rezeptor liegt der IC50-Wert bei ungefähr 
151 nM und der Hill-Koeffizient beträgt -1,6, auch in der Literatur wurden IC50-Werte von 
190 nM (FAN 1995) und 130 nM (BARANN et al. 2002) mit einem Hill-Koeffizienten von -1,5 
beschrieben. Die geringgradigen Unterschiede der beiden Hemmkurven am 5-HT3A- und am 5-
HT3A+E-Rezeptor weisen auf keine unterschiedliche Bindungsaffinität und Kooperativität der 
beiden Rezeptor-Subtypen gegenüber der Substanz Anandamid hin. Demnach kann davon 
ausgegangen werden, dass eventuell auch der heteromere 5-HT3A+E-Rezeptor eine spezifische 
Bindungsstelle für endogene Cannabinoide besitzt. 
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Beim Betrachten der gesamten pharmakologischen Charakterisierung zeigten nur Mirtazapin 
und MCP deutliche Unterschiede zwischen dem 5-HT3A+E-Rezeptor und dem 5-HT3A-Rezeptor 




         5-HT3A-Rezeptor 
EC50/ IC50  [nM]               n 
        5-HT3A+E-Rezeptor 
EC50/ IC50  [nM]              n 
Serotonin      7300,0                     1,5         7400,0                    1,0                                    
     9200,0                    1,0 
Tryptamin 160.000,0  170.000,0 
Tropisetron            0,3                    -1,3            0,3                   -1,5 
Metoclopramid          64,0                    -1,2          58,1                   -0,8 
Tubocurarin      1600,0                    -0,9      1400,0                   -0,9 
Mirtazapin          25,4                    -1,3            8,4                   -0,9 
Anandamid        151,7                    -1,6        128,7                   -1,4 
Tabelle 7: EC50-, IC50-Werte und Hill-Koeffizienten (n) für unterschiedliche Substanzen an 
zwei Rezeptor-Subtypen                                                                                                                      
EC50-Werte für die Agonisten 5-HT und Tryptamin und IC50-Werte für die Antagonisten MCP, 
Tubocurarin, Tropisetron, Mirtazapin und Anandamid sowie die Hill-Koeffizienten der jeweiligen 
Konzentrationswirkungskurve am homomeren 5-HT3A-, und am heteromeren 5-HT3A+E-
Rezeptoren (Klon 3). Die Daten wurden mittels Patch-Clamp Analysen in der „excised-patch“-
Konfiguration bestimmt. * = 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 2. 
5.4 Bekannte funktionelle Unterschiede zwischen stabil transfizierten 
heteromeren 5-HT3A+B-und homomeren 5-HT3A-Rezeptoren 
Die biophysikalischen und pharmakologischen Untersuchungen am 5-HT3A+E-Rezeptor ergaben 
im Vergleich mit dem 5-HT3A-Rezeptor nur kleine Unterschiede. Um Sicherheit über die 
erfolgreiche stabile Transfektion des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors zu erlangen, wurde 
deshalb der in der Literatur bereits beschriebene heteromere 5-HT3A+B-Rezeptor hinsichtlich 
seiner funktionellen Eigenschaften näher untersucht. Auch hierbei stellte sich die Frage, ob 
zwei Klone des stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors aus jeweils einer monoklonalen Zelllinie 
dieselben biophysikalischen Eigenschaften zeigen, und ob diese Eigenschaften sich von denen 
des homomeren 5-HT3A-Rezeptor unterscheiden.  
Die 5-HT-Konzentrations-Wirkungskurven in der „excised-patch“-Konfiguration an Klon 1 und 6 
des 5-HT3A+B-Rezeptors zeigen ähnliche EC50-Werte und werden durch einen fast identischen 
Hill-Koeffizienten beschrieben (Abbildung 30 a, Tabelle 5). Auch zeigt sich bei beiden Klonen 
die schon zuvor beschriebene Inhibierung der Stromamplituden bei hohen 5-HT 
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Konzentrationen, welche wie beim 5-HT3A+E-Rezeptor für einen Offen-Kanal-Block oder eine 
Konformationsänderung des Rezeptorproteins spricht. Auffällig ist, dass sich die Parameter der 
Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve der 5-HT3A- und der 5-HT3A+B-Rezeptoren nicht 
signifikant unterscheiden (Abbildung 30 b). Demnach sind die Bindungsaffinitäten zu 5-HT 
sowie die Kooperativität der Agonistenmoleküle gleich groß. Dies widerspricht jedoch den in 
der Literatur dargestellten unterschiedlichen EC50-Werten der beiden Rezeptor-Subtypen. 
DAVIES et al. (1999) beschrieben eine ungefähr 2 fach schwächere Potenz von 5-HT am 5-
HT3A+B-Rezeptor als am 5-HT3A-Rezeptor. Bei DUBIN et al. (1999) war sie ungefähr 3 fach und 
bei HAPFELMEIER et al. (2003) ungefähr 8 fach niedriger (Tabelle 5). Auch wurden von 
HAPFELMEIER et al. (2003) und WALSTAB et al. (2007) deutlich niedrigere Hill-Koeffizienten 
der Konzentrations-Wirkungskurve des 5-HT3A+B-Rezeptors angeführt, was für eine 
Bindungskooperativität von weniger 5-HT-Moleküle als beim 5-HT3A-Rezeptor spricht. 
WALSTAB et al. (2008) stellten in ihren Untersuchungen mittels des Aequorin-Ca2+-Influx-
Assays am heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor einen biphasischen Verlauf der Konzentrations-
Wirkungskurve fest. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die „hochpotente“ Komponente 
den Anteil homomerer 5-HT3A-Rezeptoren widerspiegelt und die „niedrigpotente“ Komponente 
den Anteil heteromerer 5-HT3A+B-Rezeptor darstellt. Dies würde bedeuten, dass der 5-HT3A+B-
Rezeptor sich in seiner Affinität zu 5-HT gegenteilig zum 5-HT3A+E-Rezeptor verhält (Abschnitt 
5.3). In den erfolgten Messungen dieser Arbeit am 5-HT3A+B-Rezeptor konnte bei beiden Klonen 
kein biphasischer Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve festgestellt werden 
(Abbildung 30 a). Diese Diskrepanz kann dadurch bedingt sein, dass im Vergleich zur Kurve 
des 5-HT3A-Rezeptors eine zu geringe Anzahl an Messpunkten untersucht wurde. Da sich 
allerdings keine Kompatibilität mit einem biphasischen Verlauf andeutet, und die Ähnlichkeiten 
der beiden Konzentrations-Wirkungskurven des heteromeren 5-HT3A+B- und des homomeren 5-
HT3A-Rezeptors sehr deutlich ist (Abbildung 30 b), ist davon auszugehen, dass bei der stabilen 
Transfektion die Expression der 5-HT3B-Untereinheit an die Oberfläche gar nicht oder nur 
schwächer erfolgte. Auch in der Ganzzell-Konfiguration kann außer einem geringgradigen 
Unterschied in der Steigung der Konzentrations-Wirkungskurven der beiden Klone des 5-
HT3A+B-Rezeptors kein Unterschied zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor festgestellt werden 
(Abbildung 43 a und b, Tabelle 5). 
 
Bei der Analyse der Aktivierungs- und Desensibilisierungszeitkonstanten beider Klone des 5-
HT3A+B-Rezeptors ist bei den 30 µM 5-HT-Stromspuren in der „excised-patch“-Konfiguration 
kein signifikanter Unterschied der τakt zu der des 5-HT3A-Rezeptors festzustellen [τakt 5-HT3A+B-
Rezeptor: ≈13 ms (Abbildung 31 a),  τakt 5-HT3A-Rezeptor: ≈ 8 ms (LINDEN 2006)]. Allerdings ist 
die τdes um das 1,3 fache langsamer als beim 5-HT3A-Rezeptor [τdes 5-HT3A+B-
Rezeptor: ≈ 143 ms (Abbildung 31 b), τdes 5-HT3A-Rezeptor: ≈ 112 ms (LINDEN 2006)]. Die 
Aktivierungskinetiken in der Ganzzell-Konfiguration sind beim 5-HT3A+B-Rezeptor 
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wahrscheinlich durch methodische Unterschiede deutlich langsamer, wobei sie auch keinen 
signifikanten Unterschied zum 5-HT3A-Rezeptor aufweisen (Abbildung 44). Diese Ergebnisse 
stimmen nicht mit Daten aus der Literatur überein, denn DUBIN et al. (1999) beschrieben 
deutlich schnellere Aktivierungs- und Desensibilisierungskinetiken des 5-HT3A+B-Rezeptors und 
DAS und DILLON (2003) konnten eine 16 fach schnellere Aktivierung für diesen Rezeptor 
feststellen. Die Unterschiede zu den Ergebnissen dieser Arbeit können dadurch begründet 
sein, dass es sich bei den erwähnten Studien um in Xenopus Oocyten transfizierte 5-HT3-
Rezeptoren oder um murine 5-HT3-Rezeptoren handelt. Eine weitere Möglichkeit liegt in der 
kritischen Betrachtung der in dieser Arbeit festgestellten verlangsamten Desensibilisierung des 
heteromeren 5-HT3A+B- im Vergleich zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor-Subtyp. Klon 1 sowie 
Klon 6 des 5-HT3A+B-Rezeptors waren im Verhältnis zu den anderen Rezeptor-Subtypen sehr 
schwierig zu messen (Erfolgsrate 7 % - 22 %) und die „excised-patches“ zeigten geringe 
maximale Stromamplituden (≈ 70,5 pA) und sehr unruhige Kinetiken der Stromspuren. Dieses 
Verhalten und die geringe Anzahl der Messdaten (n = 18) könnte für das Ergebnisse der 
langsamen Desensibilisierungszeitkonstante von 143 ms verantwortlich sein. Demnach würde 
das Verhalten der Aktivierung sowie auch der Desensibilisierung des 5-HT3A+B-Rezeptors dem 
des 5-HT3A-Rezeptors entsprechen und wirft erneut die Frage auf, ob die 5-HT3B-Untereinheit 
erfolgreich stabil transfiziert wurde. Als weiteres Argument ist die Beschleunigung der τakt und 
τdes bei ansteigenden 5-HT Konzentrationen zu nennen, sie spiegelt das Verhalten des 5-HT3A-
Rezeptors wieder (BARANN et al. 2000b). 
Die Häufigkeitsverteilung der τakt und τdes aller Kontrollexperimente zeigt beim heteromeren 5-
HT3A+B-Rezeptor (Abbildung 31 a und b) eine Haupt- und eine Nebenverteilung. Bei der 
Darstellung der τakt in der Ganzzell-Konfiguration (Abbildung 44) und der τdes in der „excised-
patch“-Konfiguration (Abbildung 31 b) deutet sich eine dritte Verteilung an, die aber mit hoher 
Wahrscheinlichkeit durch die geringe n-Zahl (n = 18) der Experimente zustande kommt.  
 
Die Strom-Spannungsbeziehungen stellen sich bei beiden Klonen des 5-HT3A+B-Rezeptors in 
der „excised-patch“-Konfiguration als eine einwärtsrektifizierende Strom-Spannungs-Kurve dar 
und verhalten sich demnach wie der 5-HT3A-Rezeptor (Abbildung 33 a und b). In der Ganzzell-
Konfiguration zeigt allerdings der 5-HT3A+B-Rezeptor genau wie der 5-HT3A+E-Rezeptor ein 
lineares Verhalten der Strom-Spannungsbeziehungen (Abbildung 45 b) und damit einen 
deutlichen Unterschied zum homomeren Rezeptor-Subtyp. Dieses lineare Strom-
Spannungsverhältnis des heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptors entspricht Berichten verschiedener 
Autoren, die in Tabelle 6 zusammengestellt sind. Die dort aufgeführte einwärtsrektifizierende 
Strom-Spannungskurve des 5-HT3A+B-Rezeptors bei HANNA et al. (2000) liegt wahrscheinlich 
darin begründet, dass die Untersuchungen an murinen 5-HT3-Rezeptoren durchgeführt wurden. 
Da in der Literatur bisher noch keine Untersuchungen der Strom-Spannungsbeziehungen in der 
„excised-patch“-Konfiguration bekannt sind, stellt sich auch hier die Frage, ob die Methode 
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einen Einfluss auf dieses Ergebnis genommen hat. Es gilt die Hypothese näher zu 
untersuchen, ob beim Herauslösen des Membranfragmentes in der „excised-patch“-
Konfiguration Strukturen, die für die Kaliumionen-Permeabilität wichtig sind, zerstört werden. 
Als weitere Erklärungsmöglichkeit für die unterschiedlichen Messergebnisse in der „excised-
patch“- und der Ganzzell-Konfiguration wäre zu nennen, dass die heteromeren 5-HT3-
Rezeptoren keine Cluster bilden können sondern auf der Zellmembran homogen verteilt 
vorliegen. Diese können dann aufgrund der zu geringen Stromdichte nur in der Ganzzell-
Konfiguration und nicht in der „excised-patch“-Konfiguration gemessen werden. Die 
homomeren 5-HT3-Rezeptoren lägen nach dieser Hypothese als Cluster vor und könnten 
mittels der „excised-patch“-Konfiguration erfasst werden. 
Da KELLEY et al. (2003) eine 28 fach höhere Leitfähigkeit für den 5-HT3A+B-Rezeptor 
beschrieben, wurde versucht, mit beiden Klonen des Rezeptor-Subtyps Einzelkanalmessungen 
durchzuführen. Bei einer Versuchsanzahl von 14 war es allerdings nicht möglich, erfolgreich 
Einzelkanäle zu messen. Dies wirft wieder die Frage auf, ob in den stabil transfizierten HEK293 
Zelllinien die 5-HT3B-Untereinheit funktionell an die Oberfläche exprimiert wurde. Andererseits 
muss die geringe n-Zahl der Messversuch beachtet werden, da es sehr schwierig ist und eine 
hohe Anzahl an Experimenten braucht, um Einzelkanalereignisse zu sehen. 
5.5 Funktionelle Unterschiede zwischen transient transfizierten 
heteromeren 5-HT3A+E-und homomeren 5-HT3A-Rezeptoren 
Da sich in der bisherigen Diskussion immer wieder die Frage aufgetan hat, ob die stabile 
Transfektion und damit die Expression von 5-HT3E- und 5-HT3B-Untereinheiten an die 
Oberfläche erfolgreich gewesen ist, wurden beide Untereinheiten mit dem 5-HT3A-Rezeptor 
transient transfiziert. Die Transfektion erfolgte dabei im Verhältnis 1:3 zugunsten der 5-HT3E- 
oder 5-HT3B-Untereinheit um bei einer eventuell parallelen Expression von homomeren und 
heteromeren Rezeptor-Subtypen einen deutlichen Unterschied zum homomeren 5-HT3A-
Rezeptor zu erkennen. Es galt herauszufinden, ob der transient transfizierte 5-HT3A+E-Rezeptor 
im Vergleich zum stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor und zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor 
unterschiedliche biophysikalische Eigenschaften aufweist. Die Untersuchungen konnten nur in 
der Ganzzell-Konfiguration erfolgen, da es fast nicht möglich war, messbare Stromspuren von 
„excised-patches“ zu erhalten.  
Da bei der transienten Transfektion das Gen nicht ins Genom der Zelle eingebaut wird, sondern 
nur vorübergehend im Zytoplasma vorliegt und eine Genexpression veranlasst, hat diese 
Methode den Nachteil, dass die Zellen nur 24 - 72 Stunden nach der Transfektion untersucht 
werden können. Auch bedeutet jede Transfektion „Stress“ für die Zellen und einen eventuell 
schlechteren Messerfolg mittels der Patch-Clamp Analysen. Die Anzahl der funktionell 
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exprimierten Rezeptoren an die Zelloberfläche konnte nicht eindeutig bestimmt werden, was zu 
Messungen von Zellen ohne oder mit wenigen 5-HT3-Rezeptoren führte. Dadurch ist unter 
anderem die niedrige Erfolgsrate von 16 % (n = 184) sowie die um ca. 3000 pA kleineren 
maximalen Stromamplituden (Tabelle 8) im Vergleich zur stabilen Transfektion zu erklären. Des 
Weiteren ist es wahrscheinlich, dass bei der transienten Transfektion im Gegensatz zur stabilen 
Transfektion eine deutlich geringere Anzahl der 5-HT3A- und 5-HT3E- Untereinheiten an die 
Oberfläche exprimiert wurde. 
Bei der Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen konnte hinsichtlich der EC50-
Werte sowie des Hill-Koeffizienten der Kurve kein eindeutiger Unterschied zum stabil 
transfizierten 5-HT3A+E- sowie zum 5-HT3A-Rezeptor festgestellt werden (Abbildung 37 b und 
39 b, Tabelle 8). Auch Untersuchungen von NIESLER et al. (2007) an den transient 
transfizierten 5-HT3A- und 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtypen im Aequorin-Ca2+-Influx-Assays 
beschrieben keine unterschiedliche Affinität für 5-HT. Um einen eventuell biphasischen Verlauf 
der Konzentrations-Wirkungskurve zu erhalten, wäre es notwendig, die durchgeführten 
Experimente am transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor in der „excised-patch“-Konfiguration 




           5-HT3A+B-Rezeptor 
     stabil                         transient 
              5-HT3A+E-Rezeptor 
       stabil                         transient 
EC50       [µM 5-HT]          1,3 * / 1,3 **                3,7         0,9 ***                         1,3  
n          1,3 */ 1,7 **                 1,1         1,8 ***                         1,7 
Emax [30 µM 5-HT]    - 3605,9 pA                   - 613,9 pA      
± 2393,5 pA                 ± 349,4 pA  
- 4317,9 pA                - 1284,7 pA                                                                   
± 2583,4 pA               ± 1600,9 pA 
Tabelle 8: EC50-Werte [µM], Hill-Koeffizienten (n) und Maximalstromamplituden (Emax) 
unterschiedlicher Rezeptor-Subtypen.                                                                                                 
Vergleichende Darstellung der EC50-Werte, der Hill-Koeffizienten sowie der Maximal-
stromamplituden bei 30 µM 5-HT der jeweils stabil und transient transfizierten heteromeren h5-
HT3A+B- und h5-HT3A+E-Rezeptoren. Die Versuche erfolgten mittels Patch-Clamp Analysen in 
der Ganzzell-Konfiguration. * = 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1, ** = 5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 6, *** = 
5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3. 
Bei der Analyse der Aktivierungskinetik des transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptors fällt auf, 
dass die τakt im Vergleich zu der des homomeren 5-HT3A-Rezeptors 1,9 fach und zu der des 
stabil transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor 2,5 fach langsamer ist (Abbildung 35, 38, 40). Aufgrund 
der geringen Stromamplituden ist zu vermuten, dass nur sehr wenige 5-HT3A+E-Rezeptoren und 
eventuell 5-HT3A-Rezeptoren auf der Zellmembran verteilt sind. Um an ausreichend viele 
Rezeptoren zu binden und einen sichtbaren Strom hervorzurufen, muss die Perfusionslösung 
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mit dem Agonisten 5-HT einen verhältnismäßig langen Weg um die Zelle zurücklegen, was 
eine verlängerte Aktivierungszeit zur Folge hat. Zusätzlich könnte auch die Aktivierung durch 
umliegende Zellen beeinflusst werden, da durch die hohe Konfluenz der Zellen im 
Zellschälchen es nicht möglich war, vereinzelt liegende Zellen zu messen. 
 
Bei den Messungen der Strom-Spannungsbeziehungen am transient transfizierten 5-HT3A+E-
Rezeptor ist es gelungen, aus einem bestehenden Ganzzell-Patch einen „excised-patch“ 
herzuleiten (Abbildung 41 b). Dort fällt auf, dass in der Ganzzell-Konfiguration der heteromere 
Rezeptor dasselbe lineare Strom-Spannungsverhältnis besitzt wie der stabil transfizierte 5-
HT3A+E-Rezeptor. Allerdings zeigt derselbe Patch in der „excised-patch“-Konfiguration eine 
eindeutige einwärtsrektifizierende Strom-Spannungsbeziehung. Dies bestärkt die schon zuvor 
angedeutete Hypothese, dass Strukturen des heteromeren Rezeptors beim Herauslösen des 
Membranfragmentes zerstört werden, was zu einer Veränderung der Kaliumpermeabilität 
führen könnte. Es wäre möglich, dass sich der intrazellulär liegende „MA-stretch“, welcher für 
die Ionenleitfähigkeit zuständig ist, beim Herausreißen der Zellmembran verändert. Eine 
weitere Vermutung wäre die, dass die 5-HT3E-Untereinheit eine wichtige Rolle bei der 
Verankerung des Rezeptors im Zytoskelett übernimmt, welche beim „excisen“ zerstört wird. Da 
dieses Experiment leider nur einmal erfolgreich durchgeführt werden konnte, gilt es diese 
Beobachtung in weiterführenden Versuchsreihen näher zu charakterisiert. 
5.6 Bekannte funktionelle Unterschiede zwischen transient transfizierten     
heteromeren 5-HT3A+B-und homomeren 5-HT3A-Rezeptoren 
Da die in der Literatur beschriebenen funktionellen Unterschiede zwischen dem 5-HT3A+B- und 
dem 5-HT3A-Rezeptor an dem in dieser Arbeit untersuchten stabil transfizierten heteromeren 
Rezeptor nicht nachgewiesen werden konnten, erfolgte auch hier eine transiente Transfektion 
im Verhältnis 1:3. 
Der EC50-Wert der Konzentrations-Wirkungskurve des transient transfizierten 5-HT3A+B-
Rezeptor liegt mit 3,7 µM 5-HT um 2,6 µM 5-HT über der des 5-HT3A-Rezeptors 
(Abbildung 46 b). Demnach ist die Affinität zu 5-HT um 3,4 fach geringer, was konsistent mit 
Untersuchungen von DAVIES et al. (1999) und DUBIN et al. (1999) ist (Tabelle 5). Im Vergleich 
zum homomeren Rezeptor zeigt auch die Steigung der Kurve des heteromeren Rezeptors mit 
einem Hill-Koeffizienten von 1,1 einen deutlich flacheren Verlauf. Dies könnte eine 
Kooperativität von vergleichsweise weniger 5-HT Molekülen entsprechen, da dieser 
Unterschied auch schon zuvor in der Literatur beschrieben wurde (HAPFELMEIER et al. 2003, 
WALSTAB et al. 2007). WALSTAB et al. (2007) konnten in ihren Studien am transient 
transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor zeigen, dass die maximale Stromamplitude, genau wie es bei 
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den Experimenten dieser Arbeit der Fall war, erst bei 300 µM 5-HT erreicht wurde. Der 
biphasische Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve, welcher für den transient transfizierten 
5-HT3A+B-Rezeptor von WALSTAB et al. (2008) dargestellt ist, konnte in den Experimenten 
dieser Arbeit nicht gezeigt werden (Abbildung 46 b). Allerdings ist bei kritischer Betrachtung der 
Kurve ein biphasischer Verlauf denkbar. Um dieser Hypothese nachzugehen, hätten 
Untersuchungen in der sensibleren Patch-Clamp Methode im „excised-patch“ durchgeführt 
werden müssen, was allerdings aufgrund der sehr kleinen Stromamplituden der transient 
transfizierten Rezeptoren nicht möglich war. 
 
Die von DUBIN et al. (1999) und DAS und DILLON (2003) beschriebenen schnellere 
Aktivierungs- und Desensibilisierungskinetiken des 5-HT3A+B-Rezeptors konnten in den 
Experimenten am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor dieser Arbeit nicht festgestellt 
werden. Es zeigte sich allerdings bei einer Konzentration von 30 µM 5-HT eine im Vergleich 
4,4 fach langsamere τakt als beim homomeren 5-HT3A-Rezeptor (Abbildung 35, 47). Dies ist 
vermutlich, wie schon für den transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor beschrieben, auf die 
geringen Stromamplituden und/ oder den Einfluss umliegender Zellen zurückzuführen. Die 
lineare Strom-Spannungskurve des transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptors entspricht dem 
Ergebnis am stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor und den literarischen Darstellungen 
(DAVIES et al. 1999, DUBIN et al. 1999, BRADY et al. 2003, HOLBROOK et al. 2008, 
Abbildung 48 a und b). 
 
In der Literatur wird bei dem heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor dessen Leitfähigkeit als ein 
wichtiges Unterscheidungskiterium zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor genannt. DAVIES et al. 
(1999) stellten für den 5-HT3A+B-Rezeptor eine Leitfähigkeit von 16 pS fest, welche demnach im 
Bereich des nativen 5-HT3-Rezeptoren von 9 – 17 pS lag, und KELLEY et al. (2003) 
beschrieben eine 40 fach höhere Leitfähigkeit des 5-HT3A+B-Rezeptors im Vergleich zum 5-
HT3A-Rezeptor (16 pS: 0,4 pS). Als einflussnehmende Region konnte der „MA-stretch“ 
identifiziert werden, der durch Austausch dreier Arginine beim 5-HT3A-Rezeptor eine 28 fach 
höhere Leitfähigkeit erhielt. Bei den Einzelkanalmessungen am transient transfizierten 5-
HT3A+B-Rezeptor dieser Arbeit konnte eine ähnliche Leitfähigkeit von 18 pS gemessen werden. 
Auch zeigten die Einzelkanäle bei Reduzierung der Spannung (Membranpotential) um die 
Hälfte eine gleichzeitige Reduzierung der Leitfähigkeit ebenso um die Hälfte (ungefähr 9 pS). 
Diese Ergebnisse sprechen für die erfolgreiche Transfektion des 5-HT3A+B-Rezeptors und das 
Vorliegen funktioneller 5-HT3B-Untereinheiten. Die um 2 pS höhere Leitfähigkeit im Vergleich zu 
Daten aus der Literatur kann durch das erhöhte Transfektionsverhältnis der 5-HT3B- zu 5-HT3A-
Untereinheit zustande gekommen sein. Für die Zeit, in der die einzelnen Kanäle des 
heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptors geöffnet waren, konnte ein Wert zwischen 6 und 10 ms 
festgestellt werden. 
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5.7 Haben wir stabil transfizierte heteromere 5-HT3A+E-Rezeptor-
Subtypen vorliegen? 
In der Diskussion wurde des Öfteren die Frage formuliert, ob die stabile Transfektion des 
heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtypen erfolgreich gewesen ist. Insgesamt können für den 
5-HT3A+E-Rezeptor im Vergleich zum 5-HT3A-Rezeptor immer wieder kleine funktionelle 
Unterschiede aufgedeckt werden, was für eine erfolgreiche Transfektion spricht. Auffällig ist der 
biphasische Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve (Abbildung 51 a und b), der auf die 
Koexistenz der 5-HT3A- und der 5-HT3A+E-Rezeptorpopulationen hindeutet, wobei die 
heteromere Population mit einer höheren Affinität zu 5-HT beschrieben wird. Diese Überlegung 
bringt natürlich in den weiteren Untersuchungen das Problem mit sich, dass es nicht eindeutig 
möglich ist, Eigenschaften des homomeren Rezeptors vom heteromeren Rezeptor zu 
unterscheiden. Dies könnte eine Erklärung für die teilweise geringen Unterschiede zwischen 
dem 5-HT3A+E- und dem 5-HT3A-Rezeptor sein. 
Betrachtet man die monophasische Konzentrations-Wirkungskurve des heteromeren Rezeptors 
im Vergleich zu der des homomeren Rezeptors gemessen in der „excised-patch“-Konfiguration 
(Abbildung 11 a, b), deutet die flachere Steigung auf die Kooperativität weniger 
Agonistenmoleküle hin. Der geringere Hill-Koeffizient der Hemmkurve nach Agonisten-
Applikation in der Desensibilisierungsphase (Abbildung 18) und die schnellere 
Desensibilisierungszeitkonstante (Abbildung 12 b) beim 5-HT3A+E-Rezeptor unterstützen diese 
Hypothese. Ein weiteres Argument für das Vorliegen der 5-HT3E-Untereinheit ist die lineare 
Strom-Spannungsbeziehung des heteromeren Rezeptors im Gegensatz zur 
Einwärtsrektifizierung des homomeren Rezeptors in der Ganzzell-Konfiguration 
(Abbildung 39 b). Bei den pharmakologischen Untersuchungen kann eine deutlich höhere 
Potenz des Antidepressivums Mirtazapin am 5-HT3A+E-Rezeptor festgestellt werden 
(Abbildung 27). Zusätzlich zeigt die flachere Steigung der Hemmkurve von Mirtazapin und auch 
von Metoclopramid, dass beim 5-HT3A+E-Rezeptor eine negative Bindungskooperativität zu den 
Mirtazapin- und MCP-Molekülen besteht (Abbildung 23 und 27). Dass bei den Versuchen am 
transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor im Vergleich zum homomeren Rezeptor kein 
Unterschied gefunden wurde, entspricht den Ergebnissen dieser Arbeit in der Ganzzell-
Konfiguration und auch den Ergebnissen von NIESLER et al. (2007) und HOLBROOK et al. 
(2008). 
Die Frage ob die Expression der 5-HT3E-Untereinheit an die Zelloberfläche erfolgreich gewesen 
ist, wurde durch einen positiven Western-Blot und Immunfluoreszenz getestet. Die Frage nach 
der Funktionalität der Rezeptor-Untereinheit lässt sich durch die teilweise zwar geringen aber 
vorhandenen Unterschiede zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor positiv beantworten. Es hat sich 
allerdings herausgestellt, dass der EF1alpha-Promoter, unter dem die 5-HT3E- Untereinheit 
exprimiert wurde, ungefähr 4 fach schwächer ist als der CMV-Promoter unter welchem die 5-
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HT3A-Untereinheit exprimiert wurde (Beate Niesler, persönliche Mitteilung, Heidelberg, 
24.11.2009). Da die Transfektion im Verhältnis 1:1 stattfand, ist davon auszugehen, dass das 
Verhältnis der 5-HT3A-Untereinheit zur 5-HT3E-Untereinheit 4:1 beträgt. Verfolgt man die 
Hypothese, dass bei den heteromeren Rezeptoren, die in dieser Arbeit untersucht wurden, zwei 
Rezeptorpopulationen gebildet werden, wäre ein deutlicher Überschuss des homomeren 5-
HT3A-Rezeptors vorhanden. Dadurch lassen sich auch die teilweise nur sehr geringen 
Unterschiede zum 5-HT3A-Rezeptor erklären und es gilt weitere Untersuchung an stabil 
transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptoren mit einem erhöhten Verhältnis der 5-HT3E-Untereinheit 
durchzuführen. 
5.8 Haben wir stabil transfizierte heteromere 5-HT3A+B-Rezeptor-
Subtypen vorliegen? 
Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die stabile Transfektion des heteromere 5-HT3A+B-
Rezeptor-Subtypen erfolgreich gewesen ist. Da die 5-HT3B-Untereinheit auch unter dem 
EF1alpha-Promoter exprimiert wurde, ist genau wie beim heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor 
davon auszugehen, dass das Verhältnis der 5-HT3A- Untereinheit zur 5-HT3B-Untereinheit 4:1 
beträgt. Zusätzlich ist aus Berichten verschiedener Autoren bekannt, dass der 5-HT3A+B- im 
Vergleich zum 5-HT3A-Rezeptor einer geringere Affinität zu 5-HT besitzt (DAVIES et al. 1999, 
DUBIN et al. 1999, HAPFELMEIER et al. 2003, WALSTAB et al. 2007). Liegt die 5-HT3B-
Untereinheit demnach in einem geringeren Verhältnis vor und ist weniger sensitiv für 5-HT, sind 
die fehlenden Unterschiede der Konzentrations-Wirkungkurven (Abbildung 30 b, 43 b) sowie 
der Aktivierungskonstante (Abbildung 31 a, 44) des 5-HT3A+B-Rezeptors im Vergleich zum 5-
HT3A-Rezeptor zu erklären. Bestärkt wird diese Hypothese dadurch, dass bei der transienten 
Transfektion des 5-HT3A+B-Rezeptors, bei der die 5-HT3B-Untereinheit in einem höheren 
Verhältnis zur 5-HT3A-Untereinheit vorliegt (3:1), eine deutlich geringere Potenz von Serotonin 
im Vergleich zum homomeren 5-HT3A-Rezeptor festgestellt werden konnte (Abbildung 46 b). 
Die linearen Strom-Spannungsbeziehungen, welche sich beim stabil und beim transient 
transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor in der Ganzzell-Konfiguration abzeichnen, deuten an, dass 
dieses Verhältnis unabhängig von der Anzahl der 5-HT3B-Untereinheiten zustande kommt 
(Abbildung 45 b, 48 b). 
5.9 Schlussfolgerung 
Trotz der im Verhältnis schwächeren Expression der 5-HT3E-Untereinheit beim stabil 
transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor deuten die Ergebnisse dieser Arbeit immer wieder auf eine 
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erhöhte Sensitivität des Rezeptors für Serotonin hin. Da der 5-HT3A+E-Rezeptor ausschließlich 
im Gastrointestinaltrakt exprimiert wird, könnte dies ein Hinweis auf eine Beteiligung dieses 
Rezeptors bei der Vermittlung von Emesis sein. Auch die Substanz Mirtazapin zeigt trotz des 
geringeren Vorkommens der 5-HT3E-Untereinheit eine erhöhte Potenz am heteromeren 
Rezeptor. Dies könnte ein interessanter Ansatzpunkt für eine effektive Pharmakotherapie von 
Emesis und spezifischen gastrointestinaler Erkrankungen wie Chemo- bzw. Strahlentherapie-
induzierter Emesis (CINV), postoperativer Nausea und Emesis (PONV) und dem 
Reizdarmsyndrom darstellen. Von Bedeutung wäre es unter anderem in der Zukunft, 
verschiedene Antidepressiva an 5-HT3A+E-Rezeptoren zu untersuchen. Für diese Experimente 
wäre es wünschenswert, stabil transfizierte 5-HT3A+E-Rezeptoren mit einem erhöhten 
Transfektionsverhältnis der 5-HT3E-Untereinheit zur Verfügung zu haben. 
Vor kurzem wurde damit begonnen, „alternative internal ribosomal entry site“ (IRES)- basierte 
Vektoren zu klonieren, in denen die Expression hintereinander geschalteter HTR3-cDNAs von 
einem CMV-Promotor angetrieben wird (Beate Niesler, persönliche Mitteilung, Heidelberg, 
10.02.2010). Dies lässt hoffen, dass in Zukunft 5-HT3A+E-Rezeptoren mit einem höheren und 
damit effektiveren Transfektionsverhältnis zur Verfügung stehen. 
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Ziel dieser Arbeit war die elektrophysiologische Charakterisierung des vor kurzem erstmals von 
NIESLER et al. (2003) klonierten humanen 5-HT3A+E-Rezeptors. Da dieser Rezeptor-Subtyp 
ausschließlich im Gastrointestinaltrakt exprimiert wird, ist ein Einfluss auf Nausea und Emesis 
sehr wahrscheinlich. Es stellt sich demnach die Frage, ob funktionelle Unterschiede zum 
homomeren 5-HT3A-Rezeptor und zum heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor bestehen, und ob auf 
molekularer Ebene unterschiedliche Wirkungen emetogener bzw. antiemetischer Pharmaka 
festzustellen sind. 
Um die Wirkmechanismen und die Interaktionen eines Pharmakons mit den 5-HT3-Rezeptor-
Subtypen beurteilen zu können, erfordert dies genaue Kenntnisse über das biophysikalische 
Verhalten und die pharmakologische Sensitivität der 5-HT3-Rezeptor-Untereinheiten. Die 
Experimente erfolgten in-vitro an heterolog in HEK293-Zellen exprimierten Rezeptoren, wobei 
alleinig die 5-HT3A-Untereinheit in der Lage ist, funktionelle homopentamere Rezeptoren 
auszubilden. Die 5-HT3E- und 5-HT3B-Untereinheiten können nur zusammen mit der 5-HT3A-
Untereinheit an die Zelloberfläche exprimiert werden und funktionelle heteropentamere 
Rezeptoren bilden. Im Verlauf der Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass bei der 
Transfektion die 5-HT3E- und die 5-HT3B-Untereinheiten im Verhältnis zur 5-HT3A-Untereinheit 
signifikant schwächer exprimiert werden. Mittels der experimentellen Methode der Patch-Clamp 
Technik im „excised-patch“ („outside-out“)- und im Ganzzell-Modus war es möglich, die 
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors 
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im Vergleich mit dem homomeren 5-HT3A-Rezeptor und dem heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor 
zu analysieren.  
Bei den Experimenten zur Grundcharakterisierung des humanen 5-HT3A+E-Rezeptor-Subtyps 
zeigte die Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve mit einem Hill-Koeffizienten von 1,0 einen 
deutlichen flacheren Verlauf als die Kurve des 5-HT3A-Rezeptor-Subtyps, die einen Hill-
Koeffizienten von 1,5 aufwies. Dies spricht für eine geringe Agonisten-Bindungskooperativität 
des 5-HT3A+E-Rezeptors. Kein Unterschied zeigte sich allerdings in der Affinität zu 5-HT, da die 
EC50-Werte von beiden Rezeptor-Subtypen im Bereich von ca. 7 µM lagen. Aus dem 
biphasischen Verlauf der Kurve konnte der Rückschluss gezogen werden, dass bei der 
Transfektion des heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors der homomere 5-HT3A-Rezeptor parallel 
exprimiert wird. Dasselbe Verhalten wurde auch schon für den heteromeren 5-HT3A+B-Rezeptor 
beschrieben (WALSTAB et al. 2008). Bei der Charakterisierung eines heteromeren Rezeptor-
Subtyps ergibt sich dadurch die Schwierigkeit, dessen Eigenschaften nicht eindeutig von denen 
des homomeren Rezeptors unterscheiden zu können. Des Weiteren konnte im Vergleich zum 
homomeren 5-HT3A-Rezeptor eine schnellere Desensibilisierungszeitkonstante des 
heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptors nachgewiesen werden. Insgesamt deuten die beschriebenen 
Ergebnisse auf eine erhöhte Sensitivität des Rezeptors für Serotonin hin. Da der 5-HT3A+E-
Rezeptor ausschließlich im Gastrointestinaltrakt exprimiert wird, könnte dies ein Hinweis auf 
eine Beteiligung dieses Rezeptors bei der Vermittlung von Emesis sein. 
Bei der pharmakologischen Charakterisierung wurden der partielle 5-HT3-Rezeptoragonist 
Tryptamin, der volle 5-HT3-Rezeptorantagonisten Tropisetron sowie die partiellen 5-HT3-
Rezeptorantagonisten Metoclopramid, Tubocurarin, Mirtazapin und der Cannabinoid-
Rezeptoragonist Anandamid, welcher eine emetogene Wirkung aufweist, untersucht. Auffällig 
war ein deutlich flacherer Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve von Metoclopramid (5-
HT3A+E-Rezeptor: Hill-Koeffizient = -0,8; 5-HT3A-Rezeptor: Hill-Koeffizient = -1,2) und von 
Mirtazapin (5-HT3A+E-Rezeptor: Hill-Koeffizient = -0,9; 5-HT3A-Rezeptor: Hill-Koeffizient = -1,3) 
am heteromeren 5-HT3A+E-Rezeptor. Des Weiteren konnte für Mirtazapin am 5-HT3A+E-Rezeptor 
ein IC50-Wert von 8,4 nM im Vergleich zu 25,4 nM am 5-HT3A-Rezeptor festgestellt werden. 
Diese deutlich höhere Potenz von Mirtazapin am untersuchten heteromeren Rezeptor-Subtyp 
sowie die geringere Bindungskooperativität von Mirtazapin und Metoclopramid am 5-HT3A+E-
Rezeptor, stellen einen interessanten Ansatz für eine effektive Pharmakotherapie 
gastrointestinaler Erkrankungen dar.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig auf molekularer Ebene, die 
elektrophysiologischen Eigenschaften der humanen 5-HT3A+E-Rezeptoren sowie deren 
Beeinflussung durch emetogenen und antiemetische Pharmaka. Aufgrund der schwachen 
Expression der 5-HT3E-Untereinheit gilt es in Zukunft durch einen alternativen Weg der 
Transfektion, die Effizienz der Ausbeute von 5-HT3A+E-Rezeptoren zu erhöhen.  
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The aim of this doctor thesis was the electrophysiological characterization of the human 5-
HT3A+E receptor which was recently cloned for the first time by NIESLER et al. (2003). Since the 
expression of this receptor subtype takes place exclusively in gastrointestinal tract, an influence 
on nausea and emesis is very likely. The question is if functional differences exist between 
homomeric 5-HT3A receptors and heteromeric 5-HT3A+B receptors, and whether different effects 
from emetic and antiemetic drugs can be detected at the molecular level. 
To assess the mechanisms and the interactions of a drug with the 5-HT3 receptor subtypes, 
knowledge of the biophysical characteristics and the pharmacological sensitivity of the 5-HT3 
receptor subunit is required. The experiments were developed in-vitro on heterologous 
expressed receptors in HEK293-cells, whereat only the 5-HT3A subunit is able to form functional 
homopentameric receptors. The 5-HT3E and the 5-HT3B subunit can only be expressed on the 
cell surface and build functional heteropentameric receptors in combination with the 5-HT3A 
subunit. In the course of the investigations it became obvious that during transfection the 5-
HT3E subunit and the 5-HT3B subunit are significantly lesser expressed than the 5-HT3A subunit. 
Using the patch-clamp technique in the excised-patch (outside-out) and whole-cell configuration 
it was possible to analyse the pharmacological and biophysical properties of the heteromeric 5-
HT3A+E receptor compared with the homomeric 5-HT3A-receptor and the heteromeric 5-HT3A+B 
receptor.  
During the characterisation of the human 5-HT3A+E receptor subtype, the agonist concentration-
response curve with the hillslope of 1,0 showed a significant flatter course than the graph of the 
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5-HT3A receptor subtype with a hillslope of 1,5. This indicates a diminished agonist binding-
cooperativeness of the 5-HT3A+E receptor. No difference could be detected in the affinity to 5-
HT, since the EC50 values of both receptor-subtypes were at the range of 7 µM. The biphasic 
course of the graph showed that by transfection of the heteromeric 5-HT3A+E receptor the 
homomeric 5-HT3A-receptor is expressed parallel. The same properties were described also for 
the 5-HT3A+B receptor (WALSTAB et al. 2008). Therefore it is difficult to distinguish the 
properties of a homomeric receptor by characterisation of a heteromeric receptor subtype. 
Furthermore, a faster desensitization of the heteromeric 5-HT3A+E-receptor could be 
demonstrated in comparison to homomeric 5-HT3A-receptor. Overall, the results described 
above indicate an increased sensitivity to the receptor for serotonin. As the 5-HT3A+E receptor is 
expressed exclusively in the gastro-intestinal tract, this could be an indication of involvement of 
this receptor in the mediation of emesis. 
During the pharmacological characterisation the partial 5-HT3 receptor agonist tryptamine, the 
full 5-HT3 receptor antagonist tropisetron as well as the partial 5-HT3 receptor antagonists 
metoclopramide, tubocurarin, mirtazapin and the cannabinoid receptor agonist anandamide, 
which has an emetic effect, were examined. The agonist concentration-response curve of 
metoclopramide (5-HT3A+E receptor: hillslope = -0,8; 5-HT3A receptor: hillslope = -1,2) and of 
mirtazapin (5-HT3A+E receptor: hillslope = -0,9; 5-HT3A receptor: hillslope = -1,3) showed a 
significant flatter course at the 5-HT3A+E receptor. Mirtazapin has an IC50 value of 8,4 nM at the 
5-HT3A+E receptor in comparison to 25,4 nM at the 5-HT3A receptor. This significant higher 
potency of mirtazapin at the heteromeric 5-HT3 receptor subtype and the decreased binding-
cooperativeness of mirtazapin and meteclopramide at the 5-HT3A+E receptor represent 
interesting approaches for an effective pharmacotherapy for gastrointestinal diseases. 
For the first time the results of this thesis showed the electrophysiological properties of the 
human 5-HT3A+E receptors and their interference by emetic and antiemetic drugs on the 
molecular level. Due to the decreased expression of 5-HT3E subunit, the goal for the future is to 
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9 Anhang 
9.1 Materialien 
Verbrauchsmaterial und Reagenzien 
 
Verbrauchsmaterial und Reagenzien  Hersteller 
 
Anandamid      Biozol, Eching 
Borosilikat-Glaskapillaren    World Precision Instruments, FL, USA 
Calciumchlorid     Merck KGaA, Darmstadt 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
EGTA       Sigma Aldrich, Steinheim 
Fötales Kälberserum     Biochrom AG, Berlin 
Geneticin (G418)                                               Sigma Aldrich, Steinheim 
HEPES (9105.3)     Carl Roth GmbH + CO.KG, Karlsruhe 
HEK293 Zelllinie Institut für Pharmakologie und Toxikologie, 
Bonn 
Kaliumchlorid      Merck KGaA, Darmstadt 
Kaliumhydroxid  Sigma Chemical CO, St.Louis, USA 
Kulturflaschen      Nunc, Wiesbaden 
Magnesiumchlorid     Sigma Aldrich, Steinheim 
Metoclopramid     Sigma Aldrich, Steinheim 
Mirtazapin      Tocris, Bristol, United Kingdom 
Natriumchlorid     KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar 
Natriumhydrochlorid-Lösung    Hedinger, Stuttgart 
Neubauer-Zählkammer    Braun, Melsungen 
Petrischalen (35 mm Durchmesser)   Nunc, Wiesbaden 
Penicillin-Streptomycin-Glutamin (PSG)  Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Serotonincreatininsulfatkomplex   Sigma Aldrich, Steinheim 
Silberdrähte AG 15W     Science Products GmbH, Hofheim 
TransIT-293 Transfection Reagent   Mirus, Madison, USA 
Tropisetron      Tocris, Bristol, United Kingdom 
Tryptamin      Sigma Aldrich, Steinheim 
Tubocurarin      Sigma Aldrich, Steinheim 
Zeocin       Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
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Geräte 
 
Geräte       Hersteller 
 
Axiovert 25 Umkehrmikroskop   Zeiss, Jena 
Bessel Lowpass-Filter    Frequency Devices, MA, USA 
Digidata 1200 Analog/Digitalumwandler  Axon Instruments, Molecular Devices 
       Corporation, CA, USA 
EVH-9       Biologic Science Instruments, Claix, 
Frankreich 
Klimabrutschrank BB 16    Heraeus, Hanau 
ID 30 Mikroskop     Zeiss, Jena 
L/M-CPZ 101 Hitze-Polierapparatur   List Medical, Darmstadt 
L/M-EPC-7 Patch-Clamp-Verstärker   List Medical, Darmstadt 
Telaval 31 Mikroskop     Zeiss, Jena 
Patch-Pipette-Puller PA-10    ESF Elektronic, Göttingen 






Software      Hersteller 
 
GraphPad Prism5®     GraphPad, CA, USA 
Microsoft Office 2003®      Microsoft Corporation, CA, USA 
RSC V1.04      Biologic Science Instruments, USA 
pClamp® 8 und clampfit  Axon Instruments, Molecular Devices 
Corporation, CA, USA 
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Einfluss verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die τakt und die τdes am 5-HT3A+E-Rezeptor 
gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am „excised-patch“  
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Tabelle 9: Aktivierungs (τakt) - und Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes)                                           
Darstellung der gemittelten τakt und τdes vom 5-HT3A+E-Rezeptors, Klon 3 bei verschiedenen 5-
HT Konzentrationen. Bei der Aktivierung des Kanals ist eine starke Geschwindigkeitszunahme 
von 1 µM 5-HT zu 30 µM 5-HT festzustellen. Danach bleibt die τakt relativ konstant. Bei der 
Desensibilisierung des Kanals erfolgt im Konzentrationsbereich von 3 – 30 µM 5-HT kaum eine 
Änderung der Geschwindigkeit, im Bereich von 30 µM bis zu 100 µM 5-HT nimmt die 




Einfluss verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die Aktivierungs- und Desensibilisierungs-
zeitkonstante am 5-HT3A+B-Rezeptor (Klon 1 und 6) gemittelt aus allen Experimenten dieser 
Arbeit. 
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Tabelle 10: Aktivierungs (τakt) - und Desensibilisierungszeitkonstanten (τdes)                                           
Darstellung der gemittelten τakt und τdes vom 5-HT3A+B-Rezeptor (Klon 1 und 6 gemittelt) bei 
verschiedenen 5-HT Konzentrationen. Bei der Aktivierung des Kanals ist eine starke 
Geschwindigkeitszunahme von 3 µM 5-HT bis 30 µM 5-HT festzustellen und eine darauf 
folgende Verlangsamung bis zu einer Konzentration von 3 mM. Bei der τdes erfolgt zwischen 
3 µM - 100 µM 5-HT eine sehr langsame Geschwindigkeitszunahme, ab 300 µM 5-HT ist eine 
starke Beschleunigung zu verzeichnen. 
5-HT3A-Rezeptor 
 
Einfluss verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die Aktivierungszeitkonstante am 5-HT3A-
Rezeptor gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch. 
5-HT3A-Rezeptor                  
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Tabelle 11: Aktivierungszeitkonstanten (τakt)                                                                          
Darstellung der gemittelten τakt  am 5-HT3A-Rezeptor von verschiedenen 5-HT Konzentrationen. 
Bei der Aktivierung des Kanals ist eine konstante Geschwindigkeitszunahme von 0,3 µM 5-HT 
bis zu 300 µM 5-HT festzustellen. 
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5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 
 
Einfluss verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die Aktivierungszeitkonstante am 5-HT3A+E-
Rezeptor, Klon 3 gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch. 
5-HT3A+E-R. 
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Tabelle 12: Aktivierungszeitkonstanten (τakt)                                                                                                    
Darstellung der τakt aller Experimente am 5-HT3A+E-Rezeptor, Klon 3 von verschiedenen 5-HT 
Konzentrationen. Ab einer Konzentration von 3 µM 5-HT bis zu einer Konzentration von 100 µM 
5-HT kommt es zu einer starken Beschleunigung der τakt, ab 300 µM 5-HT bleibt die τakt 
konstant. 
5-HT3A+E-Rezeptor, transient transfiziert 
 
Einfluss verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die τakt am transient transfizierten 5-HT3A+E-
Rezeptor gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch. 
5-HT3A+E-Rezeptor   
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Tabelle 13: Aktivierungszeitkonstanten (τakt)                                                                                               
Darstellung der τakt am transient transfizierten 5-HT3A+E-Rezeptor (1:3). Ab einer 5-HT-
Konzentration von 1 µM bis zu einer 5-HT-Konzentration von 300 µM kommt es zu einer 
kontinuierlichen Beschleunigung. Bei höheren Konzentrationen bleibt τakt relativ konstant. 
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5-HT3A+B-Rezeptor, Klon 1 und 6 
 
Einfluss verschiedene 5-HT-Konzentrationen auf die Aktivierungszeitkonstante am 5-HT3A+B-
Rezeptor, Klon 1 und 6 gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch. 
5-HT3A+B-Rezeptor 
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Tabelle14: Aktivierungszeitkonstante (τakt)                                                                                                         
Darstellung der τakt am stabil transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor , Klon 1 und 6 von verschiedenen 
5-HT Konzentrationen. Bei Konzentrationen von 0,3 µM 5-HT bis zu 1 mM 5-HT kommt es zu 
einer kontinuierlichen Beschleunigung der τakt. 
5-HT3A+B-Rezeptor, transient transfiziert 
 
Einfluss verschiedener 5-HT-Konzentrationen auf die τakt am transient transfizierten 5-HT3A+B-
Rezeptor (1:3) gemittelt aus allen Experimenten dieser Arbeit am Ganzzell-Patch. 
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Tabelle 15: Aktivierungszeitkonstante (τakt)                                                                                                           
Darstellung der τakt am transient transfizierten 5-HT3A+B-Rezeptor von verschiedenen 5-HT 
Konzentrationen. Im Bereich 3 µM 5-HT bis 10 µM 5-HT findet eine starke Beschleunigung statt, die sich 
bis zu einer Konzentration von 1 mM kontinuierlich fortsetzt. 
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